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ABSTRAKT 
 
Byla studována koncentrace glutathionu v závislosti na množství thalia v rostlině. Pokusnou 
rostlinou byla Kukuřice setá, u níž se zvlášť stanovovala kořenová a listová část. Byly 
vypracovány dva kultivační postupy, kdy semena a klíčící rostliny byly kultivovány v roztoku 
thalia o koncentraci 0, 1, 3, 5, 8, a 10 µmol/l. Při extrakci byly použity jako extrakční činidla 
roztoky fosfátového pufru a kyseliny askorbová. Stanovení glutathionu bylo provedeno pomocí 
kapilární elektroforézy (CE) a vysoko-účinné kapalinové chromatografie (HPLC). U obou 
metod byl použit detektor diodového pole (DAD). Na stanovení množství thalia v rostlině byla 
použita metoda atomové emisní spektrometrie s indukčně vázanou plazmou (ICP-AES).  
 
 
 
ABSTRACT 
 
 Dependence of glutathione concentration on the amount of thallium in the plant was studied. 
Observed plant was maize (Zea mays) which was divided to two parts – root and overground. 
Two culture procedures were elaborated where seeds and young seedlings were cultivated in a 
solution of thallium of concentration 0, 1, 3, 5, 8, a 10 µmol/l. Extraction agents used during 
extraction were phosphate buffer and solution of ascorbic acid. Determination of glutathione 
was realized by capillary electrophoresis (CE) and high-performance liquid chromatography 
(HPLC). Diode array detector (DAD) was used in both methods. Quantification of the thallium 
amount in the plant was done by method of inductively coupled plasma-atomic emission 
spectrometry (ICP-AES). 
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plazmou. 
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1 ÚVOD 
Díky antropogennímu působení dochází v životním prostředí k nárůstu celé řady škodlivých 
látek mezi něž patří i těžké kovy. Je známo, že jsou to díky svým vlastnostem jedny 
z nejnebezpečnějších látek. V jejich přítomnosti dochází k narušení stálého prostředí uvnitř 
organismu, což může vést k rychlému ukončení životně důležitých funkcí. Do organismů 
vstupují z okolního prostředí nejčastěji potravou a na jejich detoxikaci pracuje celá řada 
specializovaných peptidů a proteinů. 
V této práci jsme se zaměřili na prvek ze skupiny toxických kovů, kterému není věnovaná 
taková pozornost, a tím je thalium. V periodické soustavě prvků leží mezi dvěma významnými 
kontaminanty životního prostředí - olovem a rtutí. Jelikož je toxický pro rostliny, zvířata, lidi a 
mikroorganismy je důležité jeho sledování ve všech objektech životního prostředí.  
Do rostlin vstupuje thalium z půdního roztoku kořeny. První překážkou pro jeho vstup je 
buněčná stěna. Jeho průnik je ovlivněn řadou faktorů, jako je mobilita thalia a přítomnost 
komplexních činidel v půdě, na které se může navázat.  
V průběhu velmi krátké doby po intoxikaci thaliem zahájí rostlinné buňky syntézu 
thiolových sloučenin, jako jsou glutathion a fytochelatiny, které umožňují detoxikaci. 
Fytochelatiny jsou peptidy, jejichž molekuly jsou schopné na sebe navázat toxický těžký kov a 
transportovat ho do vakuoly, kde svými účinky rostlinný organismus neohrožuje. Výchozím 
substrátem těchto, na síru bohatých peptidů, je molekula glutathionu a aminokyselina cystein. 
Glutathion je nejrozšířenější neproteinový thiol, který nalezneme ve všech buňkách rostlinných 
a živočišných organismů. Jeho hlavní funkcí je detoxikace, antioxidační obrana a buněčná 
signalizace. Bez nadsázky lze tedy říci, že glutathion je základním kamenem detoxikačního 
procesů. 
Existují různé metody stanovení thiolových sloučenin. Nejčastěji se využívá vysoce účinná 
kapalinová chromatografie ve spojení s různými typy detektorů. Také se využívá 
elektrochemických metod, jako jsou diferenční pulzní voltametrie a chronopotenciometrická 
rozpouštěcí analýza. 
Bylo studováno množství glutathionu v kořenové a listové časti Kukuřice seté v závislosti na 
různém množství thalia. Na toto stanovení byla použita kapilární elektroforéza (CE) a vysoce 
účinná kapalinová chromatografie (HPLC). Obě metody využívaly detekce diodového pole 
(DAD). Metodou atomové emisní spektrometrie s indukčně vázanou plazmou (ICP – AES) 
jsme stanovili přesnou koncentraci thalia ve vzorcích. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Oxidativní stres 
V průběhu života jsou organismy vystaveny působení řady stresových faktorů, které mohou 
zpomalovat jejich životní funkce, poškozovat jednotlivé orgány a v krajním případě mohou vést 
až k uhynutí. U rostlin je tato problematika složitější než u živočichů, jelikož přisedlý způsob 
života jim neumožňuje únik před působením stresorů a mají mnohem větší mezidruhovou 
variabilitu a heterogenitu vnitřního prostředí. 
 Stresové faktory rozdělujeme na biotické a abiotické. Mezi biotické řadíme např. útok 
patogena, stárnutí, negativní působení okolních organismů. V případě abiotického faktoru jde o 
působení herbicidů, intenzitu světla, dále teplo, chlad, mráz, těžké kovy, sucho, ozón. Působení 
těchto faktorů může u rostliny vyvolat oxidativní stres. Rostlina je schopna se bránit proti těmto 
faktorům dvěma mechanismy. První způsob obrany spočívá ve vytvoření mechanické bariery 
rostlin (např. silná kutikula na listech, rezervoáry vody, impregnace buněčných stěn), který má 
pasivní a dlouhodobý charakter. Druhá skupina obranných mechanismů je tzv. aktivní obrana 
rostlin, která omezuje negativní dopad stresorů až po jejich proniknutí k plazmatické membráně 
buněk a do symplastu. Dále dochází ke spuštění řetězce změn, označovaného jako stresová 
reakce. Její výsledek a průběh je závislý jednak na intenzitě a délce působení stresového 
faktoru, jednak na rostlině samotné (stádium vývoje, vitalita, genotyp).  Pokuď se nám nepodaří 
zabránit stresu dojde na přechodnou dobu k tvorbě velkého množství aktivních forem kyslíku 
(AFK). 
AFK fungují jako signální molekuly kontrolující obranné procesy rostlinného organismu a 
jako toxické meziprodukty aerobního metabolismu způsobují poškození či zánik buňky. Dále 
mají přímý toxický účinek na patogenní organismus a podílejí se aktivně na strukturálním 
zesílení rostlinné buněčné stěny. Jak už bylo řečeno působením oxidativního stresu na rostlinu 
dochází k porušení rovnováhy mezi produkcí a odbouráváním AFK, což způsobuje mnohdy 
nežádoucí biologické efekty viz. tab. č. 1. 
Ochranu před oxidačním poškozením organismu zajišťuje řada antioxidačních obraných 
neenzymových a enzymových systémů lokalizovaných v různých buněčných strukturách. Mezi 
velmi účinné antioxidanty řadíme askorbát (kys. askorbová), β-karoten, redukovaný glutathion, 
α-tokoferol a specializované enzymy jako superoxiddismutasa, peroxidasa, katalasa, enzymy 
askorbát-glutathionového cyklu, které zabezpečují univerzální obranu rostlin [1]. 
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Tabulka 1 Přehled zdrojů a biologických účinků aktivních forem kyslíku [2]. 
  
2.1.1 Glutathion  
Glutathion je tripeptid skládající se z glutaminu, cysteinu a glycinu (γ-glu-cys-gly). Je to 
nejrozšířenější neproteinový thiol, který najdeme ve všech buňkách rostliných i živočišných 
organismů, v houbách a některých prokaryotických organismech. Vyskytuje se ve formě 
redukované jako thiol (GSH) nebo ve formě oxidované jako disulfid (GSSG) viz. obr. 1 [1]. 
 
Obr. 1 Chemická struktura cysteinu (Cys), redukovaného glutathionu (GSH), oxidovaného 
glutathionu (GSSG) [1]. 
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GSH je syntetizován v cytosolu a chloroplastech z glutamátu, cysteinu a glycinu za postupné 
katalýzy γ-glutamylcysteinsynthetasou a GSH-synthetasou viz. obr. 2. Volnou energii mu 
poskytuje hydrolýza ATP. Rozklad je katayzován γ-glutamyltranspeptidasou, 
γ-glutamylcyklotransferasou 5-oxoprolinasou a proteinasou. 
 
Obr. 2 Syntéza GSH je součástí γ-glutamylového cyklu, jehož jednotlivé reakce jsou katalyzovány: 
1-γ-glutamylcysteinsynthetasou, 2-glutathionsynthetasou, 3-γ-glutamyltranspeptidasou, 
4-γ-glutamylcyklotransferasou, 5-5-oxoprolinasou, 6-vnitrobuněčnou proteinasou [4]. 
V rostlinném organismu ho lze nalézt v cytosolu, mitochondriích a dalších buněčných 
složkách v koncentraci řádově mmol·l-1. Jeho fyziologický význam spočívá v mnoha funkcích.  
Společně s GSSH udržuje redoxní rovnováhu v buněčných odděleních. Díky redoxním 
vlastnostem se může účastnit regulace buněčného cyklu. Za tyto vlastnosti vděčí aminokyselině 
cysteinu, která obsahuje thiolovou skupinu (-SH). GSH je hlavní zásobárnou síry. Zabraňuje 
peroxidaci lipidů odstraněním lipidových alkylů nebo lipoxylových radikálů. Jednou z hlavních 
funkcí glutathionu je zabránění oxidaci thiolové skupiny enzymů, která způsobuje jejich 
inaktivaci. Hraje významnou roli při udržování homeostáze těžkých kovů v organismu. Má 
detoxikační a antioxidační účinky. Při ochraně před oxidačním poškozením odstraňuje 
cytotoxický peroxid vodíku a reaguje neenzymově i s dalšími aktivními formami kyslíku jako je 
singletový kyslík, superoxid a hydroxilový radikál. Předchází kovalentní vazbě různých 
xenobiotických molekul, které podléhají peroxidační jednoelektronové reakci za tvorby 
radikálových meziproduktů. 
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Z GSH jsou transpeptidizační reakcí syntetizovány fytochelatiny. Reakce je katalyzovaná 
enzymem γ-Glu-Cys dipeptidyl transpeptidasou. V rámci antioxidační obrany regeneruje jiný 
silný antioxidant, kterým je askorbát. Tato reakce probíhá cestou askorbát-glutathionového 
cyklu viz. obr. 3. Enzym askorbátperoxidasa katalyzuje reakci peroxidu vodíku a askorbátu za 
vzniku monodehydrátaskorbátu, případně dehydroaskorbátu. Není-li monodehydroaskorbát 
znovu redukován na askorbát monodehydroaskorbátreduktasou samovolně disproporcionuje na 
askorbát a dehydroaskorbát. Ten je zpětně přeměňován na askorbát reakcí katalyzovanou 
dehydroaskorbátreduktasou v přítomnosti GSH za vzniku jeho oxidované formy. GSH je 
obnoven glutathionreduktasou v reakci závislé na NADPH [1, 2, 3, 4].  
 
Obr. 3 Askorbát – glutathionový cyklus [1]. 
2.1.2 L-Askorbát 
L-Askorbát (vitamín C) je důležitým vitamínem lidské stravy vyskytující se ve většině 
rostlinných buněk. Jeho chemická struktura je na obr. č. 4. Hraje hlavní roli v některých 
fyziologických procesech rostlin, jako je růst, diferenciace a řada metabolických drah.  
 
Obr. 4 Chemická struktura kyseliny L-askorbové [19] 
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Syntetizuje se v cytosolu z hefosových cukrů. Vyšší rostliny nejdříve mění D-glukosu na 
askorbát přímou konverzí, která udržuje uhlíkový řetězec ve stejném pořadí. Proces zahrnuje 
oxidaci C1 na D-glukose a tvorbu endiolu mezi C2 a C3: 
D-glukosa → D-glukoson → L-sorboson → L-askorbát 
Většinou se vyskytuje v redukované formě. Askorbát je jednou z hlavních detoxikačních 
sloučenin aktivních forem kyslíku ve vodné fázi díky schopnosti uvolnit elektrony v řadě 
enzymových a neenzymových reakcí. V chloroplastu funguje jako kofaktor violaxantin 
de-epoxidasy, která udržuje rozložení nadbytku excitační energie a regeneruje tokoferol 
z tokoferoxylového radikálů, čímž chrání membránu [2].   
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2.2 Těžké kovy  
Těžké kovy jsou v současné době neviditelnou hrozbou pro živočichy, rostliny a 
mikroorganismy. V rámci periodické soustavy prvků můžeme říci, že to jsou všechny d–prvky 
mimo 3. skupiny a transuranů a všechny p–prvky s vlastnostmi kovů. Jsou přírodní složkou 
Zemské kůry, které nemohou být degradovány na jednodušší látky ani zničeny. Podle vlivu na 
organismus je dělíme na dvě skupiny: toxické a esenciální.  
Esenciální těžké kovy jsou nezbytné pro život. Vyskytují se jako složky mnoha enzymů a 
proteinů. Do této skupiny můžeme zařadit kobalt, měď, železo, mangan, molybden, nikl, selen, 
vanad a zinek.  
Toxické těžké kovy jsou vysoce nebezpečné pro organismy a tvoří jednu z nejvýznamnějších 
skupin škodlivých látek. Jejich výskyt je buď přirozený nebo antropogení. Patří sem hlavně 
arsen, kadmium, olovo a rtuť [3, 5].   
2.2.1 Thalium  
2.2.1.1 Charakteristika thalia  
Thalium bylo objeveno spektroskopicky v roce 1861 nezávisle na sobě dvěma vědci 
W.Crookesem a C.A. Lamym. Při spalování thalia pozorovali jasně zelený spektrální pás, který 
rychle zanikl. Pro tuto zelenou barvu byl pojmenován podle řeckého slova „Thallos“, které 
znamená zelenou ratolest.  
Je to stříbrobílý měkký kov s nízkým bodem tání a  vysokou vodivostí. Má dva izotopy a to 
Tl203 jehož relativní zastoupení je 29,46 % a Tl205, který se vyskytuje v 70,54 %. V závislosti na 
teplotě a tlaku má tři modifikace. Při teplotě do 230 °C je jeho uspořádání hexagonální. Nad 
tuto teplotu se jedná o prostorově centrovanou krychlovou soustavu a za vysokého tlaku o 
plošně centrovanou krychlovou soustavu. Chemická značka thalia je Tl a v periodické soustavě 
prvků se nachází ve 3.A skupině. Další vlastnosti viz. tab. 2, 3 [5].  
Tabulka 2 Fyzikální a chemické vlastnosti Tl 
Teplota tání (°C) 303,50 
Teplota varu (°C) 1457,00 
Hustota při 20°C (g·cm-3) 11,85 
Tvrdost (podle Mohse) 1,20 ÷ 1,30 
 Ht (kJ·mol-1) 4,31 
 Hvýp (kJ·mol-1) 166,10 
 H°sl (kJ·mol-1) 180,70 
Elektrický odpor (µΩcm) 18,00 
Elektronegativita 1,80 
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Tabulka 3 Další vlastnosti Tl 
Atomové číslo  81,0 
Přírodní izotopy 2,0 
Atomová hmotnost 204,383 
Kovový poloměr (pm) 170,0 
Elektronová konfigurace [Xe] 4f14 5d10 6s2 6p1 
Stupeň oxidace Ionizační energie (kJ·mol-1) 
I 589,1 
II 1 970,5 
III 2 877,4 
Stupeň oxidace Iontový poloměr (pm) 
I 150,0 
III 88,5 
Chová se jako středně silná báze. Ve vodném roztoku se vyskytuje jako TlI, které je mnohem 
stabilnější než TlIII. Při oxidaci na TlIII v kyselém i alkalickém prostředí je nutné použít silná 
oxidační činidla jako je např. KMnO4, Br2 a H2O2. Kovové thalium rychle matovatí, což je 
způsobeno reakcí s vodní párou nebo vlhkým vzduchem za vzniku TlOH. Těkavé sloučeniny Tl 
barví charakteristicky plamen do zelena [5, 6]. 
2.2.1.2 Využití thalia 
Tl2SO4 byl dříve používán jako deratizační prostředek proti hlodavcům a mravencům, ale 
díky své vysoké toxicitě byl zakázán. Nasycený roztok malonanu a mravenčanu thalného je 
používán na zjišťování hustoty minerálů. TlBr a TlI se používají v infračervených 
technologiích, jelikož propouštějí záření o dlouhých vlnových délkách. Thalium se používá 
spolu s galliem a indiem v supravodivých materiálech na různé polovodičové prvky, jako jsou 
tranzistory, integrované obvody, diody, čočky, atd. Tl se také používá při syntézách uhlovodíků 
a olefínů, v polymeračních a epoxidačních reakcích [5,6]. Některé soli thalia jsou přítomné 
v rodenticidech a insekticidech. V roce 1973 Světová zdravotnická organizace zakázala 
používat tyto látky, ale některé země toto nařízení nedodržují [7].  
2.2.1.3 Zdroje thalia  
Thalium je rozptýlený, poměrně vzácný a jedovatý těžký kov. Doprovází olovo v galenitu, a 
jelikož má podobný poloměr jako rubidný kation, lze je společně nalézt ve vyvřelinách živce a 
slídy. Dále ho najdeme jako příměs v sulfidických rudách. V zemské kůře je 0,7 mg·kg-1 thalia. 
Průmyslově se vyrábí z popílku emitovaného při pražení sulfidických rud zinku a olova. 
Technické thalium se získává  oddělením od jiných prvků v kouřových plynech. Produkce thalia 
je 5-15 tun ročně [6]. 
Antropogenní výskyt thalia je dán především průmyslem. Do atmosféry se thalium dostává 
při výrobě kyseliny sírové, pražením sulfidických rud, z provozu tepelných elektráren, 
cementáren a spaloven. Nejvyšší přípustná koncentrace rozpustných Tl – sloučenin 
je 0,1 mg·m -3. V ČR je povolený celkový emisní limit při spolu spalování odpadů 
v cementářských pecích, v zařízeních na spalování paliv a v jiných průmyslových zařízeních 
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pro kadmium a thalium 0,05 mg·m-3. Pokud spalujeme komunální, infekční nemocniční a 
nebezpečný odpad je emisní limit pro skupinu kovů kadmium, rtuť a thalium emisní limit 
0,2 mg·m-3. Kde u spalování komunálního odpadu se tato hodnota řídí provozní kapacitou 
zařízení, která je pro hodnotu 0,2 mg·m-3 od 1 t/h až nad 3 t/h. 
Další problém představují odpadní vody z průmyslu. Jde především o důlní kalové nádrže a 
odpadní nádrže, které jsou v blízkosti cementáren a tepelných elektráren. Přípustné znečištění 
odpadní vody thaliem a jeho sloučeninami je 0,05 mg·l-1 [5, 8, 9].  
2.2.1.4 Toxicita thalia  
Thalium je toxikologicky důležitým prvkem. Toxicita je závislá na rozpustnosti, kdy toxické 
jsou jen rozpustné sloučeniny. Dalším faktorem je forma sloučeniny. U thalia je TlIII toxičtější 
než TlI [5, 6]. 
Experimentálně bylo po expozici těžkými kovy studováno více než 200 druhů rostlin. 
Thalium vstupuje do rostlin všemi částmi, ale nejvíce přes kořeny. Koncentrace v rostlině je 
závislá na mnoha faktorech jako je druh a typ půdy, pH, množství jílu a organických částic. 
Důležitou roli hraje také stupeň vývoje a druh rostliny. Velkou odolnost vůči sloučeninám thalia 
vykazuje kapusta a zelí. Působení sloučenin thalia vede ke zpomalení růstu, tvarové deformaci 
některých částí nebo celé rostliny. Na listech se ztrácí pigment a tvoří se skvrny. Pokud je tento 
těžký kov akumulován v částech obsahujících chlorofyl, omezí rostlina produkci kyslíku [8, 11].  
U volně žijících zvířat dochází ke zvýšení obsahu thalia v organismu vlivem jejich životního 
prostředí, ve kterém je zvýšené množství tohoto prvku, a  po požití kontaminované potravy 
nebo zbytků pesticidů. U vodních organismů jako jsou například dafnie byla stanovena 96 h 
EC50 na 2,2 mg·l-1. Pro sladkovodní ryby je hodnota 96 h LC50 120 g·l-1. Akutní, subakutní a 
chronické otravy u různých druhů savců  včetně člověka jsou si hodně podobné [8]. 
Soli thalia jsou bezbarvé, bez chuti a zápachu, a proto byly používány jako prostředky při 
pokusech o vraždy, sebevraždy a ilegální potraty. Průběhy otrav jsou závislé na cestě 
intoxikace, dávce a věku. Nejčastěji je Tl přijímáno orální a inhalační cestou nebo stykem 
s kůží. V rámci  absorpce kůží se jedná jen o osoby, které jsou v přímém pracovním kontaktu 
s Tl. Velmi riziková je intoxikace těhotných a kojících žen, jelikož sloučeniny Tl prochází 
placentou a jsou přítomné v plodové vodě a mateřském mléku. Nejtypičtější příznak otravy je 
vypadávání vlasů a chlupů. Tl zůstává dlouho v těle a vylučuje se močí, stolicí, potem, kůží. Při 
otravě pomáhá podání většího množství jodidů [8]. 
Akutní toxicita je účinek, který se objeví po krátkodobé expozici při aplikaci jedné nebo 
několika dávek podaných během 24 hodin. U sloučenin Tl je to množství 1,5 – 2 mg·kg-1, 
přičemž průměrná smrtelná dávka je 10 – 15 mg·kg-1 tělesné hmotnosti. Smrt nastává během 
10-12 dnů. Při otravě se dostaví problémy nervové soustavy jako je delirium, křeče, bezvědomí 
a  poté smrt [8, 10]. 
Chronická otrava je způsobena dlouhodobou expozicí malým množstvím Tl s pozdním 
účinkem. Příznaky otrav menší dávkou jsou krvavé zvracení, bolesti břicha, prsou, slinění, 
zrychlený tep a moč obsahuje vysoký obsah bílkovin [10]. 
Je jasné, že různé druhy rostlin a živočichů včetně lidí absorbují různé množství thalia 
v závislosti na celkovém stavu organismu a v tomto důsledku reagují na stejné množství 
odlišně. 
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2.3 Detoxikační mechanismus těžkých kovů u rostlin 
Rostliny přijímají živiny převážně kořeny, a proto i příjem těžkých kovů rostlinou bude 
primárně řízen cestou vstupu vyživujících látek. První obranou bariéru proti atomům kovů tvoří 
buněčná stěna a transportní kanály v membráně kořenových buněk. Pokud nedojde k sorpci 
kovů buněčnou stěnou jsou přenášeny transportními iontovými kanály, které jsou zanořeny do 
membrány buňky viz. obr. 6 A, B. Tento přechod je usnadněn rozdílem membránových 
potenciálů. Dalším faktorem je mobilita kovových prvků, která je ovlivněna jejich rozpustností 
v půdním roztoku. Mobilita kovů může být zvýšena uvolněním protonů do rhizosféry, čímž 
dojde k snížení pH půdy a tím ke zvýšení rozpustnosti atomů kovu. Přítomnost komplexních 
činidel, jako je kyselina ethylendiamintetraoctová, kyselina citronová a další organické kyseliny 
v půdě usnadňují transport atomů kovu do kořene rostliny tím, že se na ně navážou.  
Po vstupu kovů do rostliny přes rhizodermis (pokožka kořene) dochází k jejich postupné 
difúzi apoplastem (mezibuněčnými prostory). Bylo prokázáno, že ionty kovů vstupují do 
vodivých elementů rostliny především symplastem (vstupují z jedné buňky do druhé 
plasmodesmy). Následně dochází k transportu iontů přes membránové přenašeče do xylému a 
kovy postupují společně s živinami do nadzemní části rostliny (viz. obr. 6 D). Mimo to bylo 
zjištěno, že ionty kovů mohou přecházet ze systému xylénu do floému, který v rostlině 
zabezpečuje transport asimilátů. 
Hlavní úkol xylémového a floémového toku je přísun živin a asimilátů do rostlinných pletiv 
listů, stonku a kořene.  Pokud se ionty těžkých kovů dostanou do systému elementů rostliny je 
pravděpodobné, že se projeví jejich toxický efekt i v cílových pletivech. V této chvíli se 
uplatňují detoxikační mechanismy. Rostlinné buňky začnou syntetizovat peptidy nazývané 
fytochelatiny (PC).  
Jde o látky, které jsou enzymaticky syntetizovány z glutamilcysteinu nebo glutathionu. PC 
mají základní strukturu (Glu-Cys)n-X, která vychází z opakující se repetice glutamové kyseliny 
(Glu) a cysteinu (Cys) a končí terminální aminokyselinou (X: glycin, alanin atd.). Přičemž 
dipeptidická repetice Glu-Cys se může opakovat dvakrát až jedenáctkrát viz. obr. 5.  
 
 
 
Obr. 5 Chemická struktura fytochelatinu (PC) [6]. 
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V těchto peptidech hojně obsažený cystein má sirnou skupinu pomocí které váže těžké kovy. 
Po vytvoření komplexu PC-kov nastupují speciální ABC-transportéry, které je přemisťují 
z cytoplasmy do vakuoly. Takto uložené kovy nevstupují zpět do cytoplasmy takže nemohou 
narušovat přirozené životní funkce buňky viz. obr. 6 E. Kromě PC využívají rostliny 
k detoxikaci i glutathion, metalothioneinům podobné proteiny nebo metalochaperony.  
Výše jmenované sloučeniny tedy přímo regulují koncentraci těžkých kovů v pletivech rostlin 
a tak udržují homeostasu těžkých kovů. O dalším pohybu takto vázaných kovů v celistvé 
rostlině je známo velmi málo. Rostlina se pravděpodobně snaží o redistribuci komplexů těžkých 
kovů pomocí vodivých pletiv. K tomuto účelu využívá trachomů, starých listů, odumírajících 
pletiv (borka), kde kovy ukládá. Dále je odstraňuje kořenovými exudáty zpět do půdy [11, 12]. 
 
 
Obr. 6 Mechanismus transportu, distribuce a detoxikace kovů u vyšších rostlin [12] 
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2.4 Rostlinný vzorek 
2.4.1 Kukuřice setá (Zea mays) 
2.4.1.1 Původ 
Divoká kukuřice byla sbírána již před 
12 000 lety. S pěstováním této plodiny začali 
až Aztékové, Mayové a Inkové před 5 600 lety.  
V roce 1930 se začali využívat první hybridy, 
které umožňují lepší využití kukuřice pro 
jednotlivé technologie. Původně se vyskytovala 
v tropických a subtropických oblastech Jižní a 
Střední Ameriky, ale dnes je rozšířena od 40° 
jižní šířky až po 56° severní šířky. 
 
 
 
 
 
 
2.4.1.2 Morfologie 
Patří do čeledi lipnicovitých (Poaceae). Její velikost je závislá na množství a přístupnosti 
vody. Většinou bývá přibližně 2,5 m vysoká a kořeny pronikají do hloubky 1,5 - 3,0 m. 
Převážná část kořene je rozložena v orniční vrstvě. Z nadzemních uzlů stébla se vytvářejí 
vzdušné kořeny, které chrání rostlinu před poléháním a pomáhají zužitkovat vláhu v druhé 
polovině vegetace. Stébla mají 8 až 10 článků v závislosti na hybridu. Články nesoucí palice 
jsou žlábkovitě stlačené. Listy jsou uspořádány vstřícně. Stéblo obepíná listová pochva. Listová 
čepel je tenká, mělce zvlněná a má vystouplou hlavní žilku.  
Podle postavení listu k povrchu půdy rozeznáváme typ planofilní (horizontálně postavený 
list) a typ erektofilní (vertikálně postavený list). Květy jsou jednopohlavné. Samčím 
květenstvím je lata, která vyrůstá z posledního článku stébla viz. obr. 7. Samičím květenstvím je 
palice (klas), která vyrůstá ve střední části rostliny a je tvořena vřetenem obaleným listeny viz. 
obr. 7. Do podélně uspořádaných jamek vřetena přisedají klásky, které jsou dvoukvěté. Obilka 
je bez rýhy, tvar a charakter endospermu závisí na poddruhu. 
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Obr. 7 Samčí květenství (lata) a  samičí květenství (palice, klasy) [13]. 
 
2.4.1.3 Význam kukuřice  
Kukuřici je možné využít na zelené krmení nebo pro výrobu konzervovaných krmiv. Na 
siláž se sklízí při sušině 28 - 33%. Na zelené krmení se sklízí za 100 - 110 dní po výsevu při 
sušině 14 - 15%. Výnosy sušiny se pohybují od 9,8 t/ha do 25 t/ha. Podíl palic na celkovém 
výnosu je 45 - 55 % [13]. 
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2.5 Použité analytické metody 
2.5.1 Kapilární elektroforéza (CE) 
2.5.1.1 Historie objevů CE 
V roce 1892 byl poprvé popsán pohyb anorganických částic v koloidním roztoku při 
působení elektrického pole. V třicátých letech dvacátého století vyrobil švédský elektrochemik 
Arne Tiselius zařízení umožňující rozdělit proteiny krevního séra na základě jejich rozdílných 
rychlostí pohybu v elektrickém poli, za což dostal v roce 1984 Nobelovu cenu. Roku 1981 
J. W. Jorgenson a K. D. Lukacsová popsali separaci různých iontů (aminokyselin, dipeptidů, 
aminů) zónovou elektroforézou ve velmi tenké skleněné kapiláře s vnitřním průměrem 75 µm 
[14]. 
2.5.1.2 Princip CE 
CE  patří mezi elektromigrační separační metody, které využívají dvou elektrokinetických 
jevů a to elektroforézy a elektroosmózy. CE spočívá v migraci elektricky nabitých částic ve  
stejnosměrném elektrickém poli. Elektrické pole se vytváří vkládáním konstantního 
stejnosměrného napětí mezi elektrody. Dostatečnou elektrickou vodivost v celém systému 
zajišťuje základní elektrolyt. Po nadávkování vzorku jednotlivé ionty migrují buď ke katodě 
nebo anodě podle svého náboje. Neutrální molekuly či částice se nepohybují, ale jsou unášeny 
elektroosmotickým tokem. Vlivem odlišné rychlosti migrace složek vzorku dochází k vytvoření 
jednotlivých zón. CE se používá na dělení částic různé velikosti, od jednoduchých iontů až po 
nabité koloidní částice nebo makromolekulární ionty jako jsou proteiny, nukleové kyseliny 
nebo polysacharidy [15, 16]. 
 Rozhodujícím faktorem pro separaci jednotlivých složek vzorku je elektroforetická 
pohyblivost iontu µ i (m2·V-1·s-1). Je definována jako rychlost nabité částice v elektrickém poli o 
jednotkové intenzitě: 
 
E
v
i =µ  (1) 
v … rychlost nabité částice (m·s-1)  
E … intenzita el. pole (V·m-1)  
 
Tento vztah vychází z toho, že na částici nesoucí náboj Q, umístěný do el. pole o intenzitě E 
působí elektrická síla F1 a odpor viskózního prostředí F2. F1 uvádí nabitou částici do pohybu a 
F2 ji brzdí obr. 8 [15]. 
 
Obr. 8 Síly působící na nabitou částici [15]. 
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Rovnice (1), která definuje elektroforetickou pohyblivost nabité částice, platí pouze pro 
velmi zředěné roztoky, kde iontová síla odpovídá nule. V reálných podmínkách neplatí, protože 
dochází ke vzniku odchylek. Zavádíme tedy veličinu, které říkáme efektivní pohyblivost µe. 
Pohyblivost nabitých částic závisí na: 
•  vlastnostech a složení elektrolytu ve kterém migrace probíhá (pH, viskozita, iontová síla) 
•  vlastnostech separované částice (náboj a jeho velikost, hmotnost a tvar) 
•  velikosti elektrického pole 
•  teplotě (vysoká teplota – denaturace některých molekul, nízká teplota – snižuje difúzi)  
2.5.1.3 Jevy ovlivňující průběh separace 
Při elektromigraci se v kapiláře uplatňují další jevy, které ovlivňují průběh separace, jako 
například Joulovo teplo, elektroosmóza, difúze, gravitace a sorpce.Tyto jevy způsobují, že 
vznikající individuální zóny látek v kapiláře jsou rozmývány a promíchávány. Při separaci je 
tedy nutné brát uvedené jevy v potaz a vhodnou volbou experimentálního uspořádání snížit vliv 
rušivých jevů na přijatelnou míru [16].  
2.5.1.3.1 Jouleovo teplo  
Při průtoku elektrického proudu sloupcem elektrolytu o průřezu S a měrné vodivosti κ je 
produkováno Jouleovo teplo, pro které platí rovnice:   
 2
2
S
I
S
EIW
κ
==  (2) 
W… disponovaný elektrický výkon (W·m-3) 
I … elektrický proud (A) 
E … intenzita el. pole (V·m-1)  
 
Elektrický ohřev je hlavním limitujícím faktorem pro používání velkých el. napětí při snaze 
o zrychlení analýzy. Při nadbytečném ohřevu může dojít k destrukci termolabilních 
separovaných látek (denaturace proteinů). V kapiláře vzniká teplotní gradient v důsledku 
odvádění tepla jen na okrajích kapiláry. Ten má za následek nehomogenitu dalších fyzikálně 
chemických vlastností (mobilita, pH, hustota atd.).  
Tomuto jevu se dá zabránit použitím pufru s nízkou iontovou silou a elektrolytickou 
vodivosti. Prací ve zředěných roztocích. Konstrukční metoda řešení tohoto problému spočívá ve 
zlepšení odvodu tepla ze separačního kanálu. Toho dosáhneme zvětšením povrchu, který je 
chlazen [16]. 
2.5.1.3.2 Elektroosmóza (EO) a elektroosmotický tok (EOF) 
Elektroosmóza je jev, kdy působením vnějšího elektrického pole na prostorový náboj 
elektrické dvojvrstvy v kapalině dochází k pohybu této kapaliny. Dvojvrstvu v systému tvoří 
roztok elektrolytu a vnitřní povrch kapiláry.  
Stěny kapilár obsahují množství ionizovatelných skupin, jako jsou například silanolové, 
které v kontaktu s roztoky o vyšším pH disociují. Tím se vytváří záporný náboj stěny. Ke stěně 
je navázána vrstva kovových iontů základního elektrolytu a vzniká elektrická dvojvrstva 
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(tzv.Sternova vrstva). Kationy blíže středu tvoří tzv. difuzní vrstvu, která při zavedení napětí 
migruje ke katodě před kterou je umístěn detektor. Migraci difuzní vrstvy ke katodě nazýváme 
elektroosmotickým tokem, který je tak silný, že sebou strhává i ostatní kapalinu. Neutrální 
částice se pohybují rychlostí shodnou s EOF, kationy rychleji a aniony pomaleji v závislosti na 
své elektroforetické pohyblivosti viz. obr. 9 [16]. 
 
Obr. 9 Vznik elektroosmotického toku [15]. 
Pro lineární rychlost EOF platí Helmholtzův-Smoluchovského vztah: 
 Ev
η
ζε ⋅
−=  (3) 
ε …dielektrická konstant prostředí  
ζ … elektrokinetický potenciál (V) 
η … viskozita (Pa·s-1) 
E … intenzita el. pole (V·m-1)  
 
Na stanovení velikosti EO se používají elektroneutrální látky, které jsou unášeny pouze 
EOF. Jako market EO se používají především aceton nebo mesityloxid. 
Výsledná zdánlivá pohyblivost iontu je dána součtem elektroforetické a EOF pohyblivosti: 
 
Vt
Ll
tE
l
E
v
iEOFei
⋅
⋅
=
⋅
==⇒+= µµµµ  (4) 
µ i … zdánlivá pohyblivost 
µe … efektivní pohyblivost 
V … vložené napětí 
E … intenzita el. pole (V·m-1)  
v … rychlost nabité částice (m·s-1) 
L … celková délka kapiláry 
l … délka kapiláry k detektoru  
t … migrační čas  
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Z hlediska instrumentálního uspořádání rozeznáváme dva případy. V otevřené kapiláře, kde 
má EOF charakter jednosměrného pístového toku, který unáší všechny látky danou rychlostí 
rovnoměrně stejným směrem a nevede k rozmývání zón. V uzavřené kapiláře se tok kapaliny u 
uzavřeného konce kapiláry obrátí a vrací se jejím středem zpět. Tato cirkulace elektrolytu 
během separace způsobuje silné rozmývání zón [15, 16]. 
2.5.1.3.3 Adsorpce 
Pokud se ionty separovaných látek navážou na stěnou separační kapiláry dochází ke změnám 
migračního chování separovaných zón. Po naplnění kapiláry elektrolytem jsou vždy na stěnách 
ionizované skupiny (viz EO) a separované látky opačného náboje se v jejich blízkosti hromadí. 
Stěny se pak vůči separovaným iontům chovají jako konec, což vede ke zvýšené sorpci, zvláště 
u makromolekul s malými difúzními koeficienty. Tato sorpce vede k rozmývání zón. Sorbované 
látky mohou změnit rozložení náboje podél separačních stěn, čímž ovlivňují EOF. Někdy se 
stane, že je fixace stěny tak silná, že sorbovanou látku není možné z kapiláry vymýt. Tyto jevy 
lze ovlivnit změnou pH základního elektrolytu a omezením sorpce deaktivací stěn kapiláry 
čehož se dosahuje pokrytím stěn různými hydrofóbními polymery na bázi silikonových olejů 
[16].  
2.5.1.3.4 Difúze  
Vzorek nadávkovaný do separační kapiláry reprezentuje zónu analyzovaných látek, na jejímž 
rozhraní je velmi ostrý skok koncentrací těchto látek. Postupně se ostrý skok plynule rozmývá 
difúzí. Za předpokladu, že dávkovaný vzorek tvoří v čase t = 0 pravoúhlý tenký obdelníkový 
schod koncentrací analyzovaných látek, pak po určitém čase t je výsledkem difúze koncentrační 
profil gaussovského tvaru. Lze je charakterizovat rozptylem σ2 či standardní odchylkou σ 
danou vztahem [16]:  
 tD ⋅⋅= 22σ  (5) 
t … migrační čas 
D … difúzní koeficient 
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2.5.1.4 Instrumentace CE  
CE  je tvořena dvěmi elektrodami z inertního materiálu, které jsou ponořeny společně 
s kapilárou do zásobníků s elektrolytem. V kapiláře je základní elektrolyt, který vede proud. 
Mezi elektrodami je vysoké napětí (10-30 kV) nutné k separaci. Do konce kapiláry 
vzdálenějšího od detektoru se dávkuje malé množství vzorku, který se cestou separuje a 
jednotlivé složky procházejí detektorem viz obr. 10. Zaznamenáváme odezvu detektoru na čase 
pomocí vyhodnocovacího zařízení. Tento záznam se nazývá elektroforegram, ve kterém nám 
poloha píku určuje kvalitu a plocha nebo výška píku kvantitu [15].  
 
Obr. 10  Schéma zařízení pro kapilární elektroforézu [upraveno 15]. 
Kapiláry  
Jsou vyráběny z křemenného skla a na vnějším povrchu mají tenkou polyamidovou vrstvu, 
která je na místě pro detektor odstraněna. Kapilára je 25 – 100 cm dlouhá s vnitřním průměrem 
od 50 do 75 µm. Jsou buď bez úpravy nebo s vnitřním povrchem upraveným pro snížení 
adsorpce vzorku a nebo ke změně iontového náboje na kapilární stěně. Výhodou kapilár je malé 
množství vzorku potřebné na analýzu a dobrý odvod Jouleova tepla. Křemenné kapiláry 
propouštějí záření v UV oblasti, mají vysokou tepelnou vodivost a je relativně snadná výroba 
libovolných průměrů [15, 16]. 
Regulace teploty 
S rostoucí teplotou klesá viskozita nosného elektrolytu, zvyšuje se disperze zón vlivem 
difůze a elektroforetická mobilita roste. Všechny tyto jevy ruší stálé podmínky separace. Aby 
k tomuto nedocházelo reguluje se teplota kolem kapiláry buď vzduchem nebo kapalnou chladící 
směsí [15]. 
Dávkování vzorku 
Množství vzorku je 10 – 100 nl a jeho zóna tvoří 1-2% celkové délky kapiláry. Dávkovat 
můžeme třemi způsoby. Nejběžnější je dávkování tlakem. Konec kapiláry je ponořen do 
nádobky s roztokem vzorku a zvýšením tlaku v nádobce je vzorek nasán. Na principu spojitých 
nádob funguje dávkování rozdílem hladin. Nejméně používané je elektrokinetické dávkování. 
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V tomto případě je konec kapiláry ponořen do nádoby se vzorkem a je přivedeno napětí. 
Nevýhodou tohoto způsobu je, že vzorek změní své původní složení v důsledku rychlejší 
migrace pohyblivějších částic do kapiláry.[15]. 
Detektory  
Jelikož jsou průměry kapilár malé je zapotřebí velmi citlivých detektorů. Používají se téměř 
výhradně absorpční, fluorescenční a nejnověji i vodivostní nebo hmotnostní [15]. V našem 
případě byl použit detektor diodového pole (DAD), jehož princip je popsán v kapitole 2.5.2.1, 
části detektory pro HPLC. 
2.5.2 Kapalinová chromatografie 
Chromatografie je separační proces založený na kontinuálním opakovaném ustanovení 
rovnovážné distribuce složek vzorku mezi dvě vzájemně nemísitelné fáze – mobilní (pohyblivá) 
a stacionární (nepohyblivá) [17]. Rovnovážné stavy se vytvářejí na základě různých 
fyzikálně-chemických interakcí mezi složkou a mobilní fází, složkou a stacionární fází a také 
mobilní a stacionární fází [18]. Stacionární fáze je umístěna v koloně nebo v ploché vrstvě a 
mobilní unáší separované látky ložem stacionární fáze. Složky vzorku mohou být zachycovány 
na různou dobu stacionární fází a v důsledku tohoto procesu dochází k rozdílné rychlosti 
migrace složek vzorku a možnost jejich izolace [17, 18]. 
Používá se k separaci směsí látek, které jsou netěkavé nebo špatně těkavé a tepelně nestálé 
[18]. Díky moderním chromatografickým metodám lze analyzovat stále složitější směsi 
obsahující léčiva, přírodní a syntetické polymery, geometrické a optické isomery [17]. 
2.5.2.1 Vysoko účinná kapalinová chromatografie (HPLC) 
Předchůdcem HPLC je ruský botanik Michail Semjonovič Cvet, který jako první rozdělil na 
sloupci sorbentu listová barviva. Jeho původní sloupcová chromatografie položila principiální 
základ všem chromatografickým technikám, které se později začaly vytvářet. Umožňovala 
rozdělit i složité přírodní směsi, ale měla hodně nedostatků pro které byla téměř zapomenuta. 
Obnovou LC byla HPLC, která vycházela hlavně z poznatků plynové chromatografie (GC) 
a její rozvoj umožnila až moderní přístrojová laboratorní technika [19]. 
HPLC je vysoko účinná kapalinová chromatografie, jejichž účinnost se pohybuje v rozmezí 
30-90 000 pater na metr. Používá se pro analýzu prakticky veškerých organických látek 
obsažených v množství od desítek procent do stotisícin procenta a to v rozmezí molekulových 
hmotností od stovky do několika desítek či stovek tisíc. Vysokou účinnost a krátkou dobu 
analýzy HPLC zajišťuje stacionární fáze, která je tvořena malými částicemi (3-10 µm) 
pravidelného tvaru a velikosti [18, 19]. 
HPLC má dva módy a to chromatografii v systémech s normálními fázemi (NPC) a 
v systémech s obrácenými fázemi (RPC). NPC byla použita jako první. V tomto systému je SF 
(např. silikagel, oxid hlinitý) polární a MF (např. acetonitril, tetrahydrofuran) je nepolární. 
Problémem této metody je snížení retenčních časů analytů z důvodu zvýšení polarity MF. Proto 
byla vyvinuta metoda RPC kde jsou oproti NPC fáze obráceně. SF (uhlovodíky nebo alkyly 
vázané na silikagelu) je tedy nepolární a MF (voda, acetonitril) je polární. V praxi se nejčastěji 
používá RPC, jelikož je univerzální technikou pro separaci nepolárních, polárních a 
disociovaných vzorků [15, 17]. 
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Kapalinový chromatograf se skládá z částí, které zabezpečují transport mobilní fáze, 
dávkováni vzorku, separaci složek a  jejich detekci, záznam a zpracování signálu. Viz obr.11.   
 
Obr. 11  Schéma HPLC [20]. 
2.5.2.1.1 Instrumentace HPLC 
Čerpadla mobilní fáze 
HPLC vyžaduje, aby čerpadla byla z materiálů odolných chemické korozi, dávkování 
kapaliny bylo plynulé, bez kolísání průtoku a při pracovních tlacích až do 30-40 MPa. Při práci 
s konvenčními analytickými kolonami musí být zajištěno přesné nastavení průtoku v mezích od 
0,1 do 5 až 10 ml·min-1 a u mikrokolon 0,01 či 0,001 ml·min-1 do 1 ml·min-1 [17]. 
Vysokotlaká čerpadla lze rozdělit do dvou skupin, kde hlavním rozdílem je buď konstantní 
tlak (používají tlak plynu přiváděného z tlakové nádoby přes redukční ventil) nebo konstantní 
objemový průtok ( využívají k pohybu pístu či membrány mechanický pohon). Oba pracují tak, 
že je mobilní fáze vytlačována ze zásobníku pístem či membránou [19]. 
Dnes se většinou pro HPLC používají čerpadla s malým objemem činné části, které mají 
rychlé frekvence pracovních cyklů. Mobilní fáze se střídavě nasává přes systém zpětných 
ventilů do malé pístní komory o objemu 10-400 µl a odtud je vytlačována na 
chromatografickou kolonu viz. obr. 12. 
Toto čerpadlo je malé a flexibilní, ale dochází u něj k pulsování. Abychom zamezili tomuto 
nechtěnému jevu pracujeme se dvěma pístními komorami v opačném cyklu a pohyb pístů se 
řídí elektromotorem [17]. 
  - 27 - 
 
Obr. 12  Pístové čerpadlo s malým pracovním objemem. 1-elektromotor, 2- převodní mechanismus, 
3-píst, 4-pracovní prostor válce, 5-výtlačný ventil, 6- nasávací ventil, 7- vývod ke koloně, 8- 
zásobník mobilní fáze, 9- těsnění pístu [21]. 
Další jsou čerpadla s velkoobjemovými válcovými pístními komorami, které mají dokonale 
bezpulzní tok.. Píst je tlačen táhlem opatřeným závitem, jehož pohon je zajišťován krokovým 
elektromotorem viz obr. 13 [19]. 
 
Obr. 13  Čerpadlo s velkým objeme pístu. 1-elektromotor s krokovým chodem, 2- převodovka, 3- závit 
na táhle pístu, 4-píst, 5- válec naplněný mobilní fází, 6-směr toku MF ke koloně, 7- 
jednosměrný ventil umožňující plnění čerpadla MF, 8-Zásobník mobilní fáze [21]. 
Nevýhodou ovšem je, že po vyčerpání mobilní fáze v pístní komoře je práce přerušena a 
musí se znovu nasát. Z tohoto důvodu se v praxi toto čerpadlo přestává používat [17]. 
Zařízení pro dávkování vzorků  
Dávkovací zařízení slouží k vnesení vzorku do toku MF ve formě úzkého koncentračního 
pulzu, tak aby bylo zabezpečeno minimální rozmytí vzorku v dávkovači. Nedokonalé vnesení 
námi analyzované sloučeniny přispívá k rozšiřování elučního píku a snižuje účinnost celého 
systému [18, 19]. 
Dávkování vzorku může probíhat několika způsoby. Nejstarší jsou septové dávkovače, 
kterými je vnášen vzorek pomocí injekční stříkačky, která musí být z inertního materiálu např. 
nerezová ocel, titan. Výhodou těchto dávkovačů je variabilita objemu vnášeného vzorku. 
Nevýhoda je v potřebě časté výměny používaného septa a menší přesnost dávkovaného objemu 
[15, 18]. 
U novějších přístrojů se používají dávkovací kohouty umožňující přesné a reprodukovatelné 
odměření objemu vzorku vnitřní nebo vnější dávkovací smyčkou [18]. Přepínání poloh 
automatických dávkovačů je ovládáno pneumaticky nebo elektricky a plnění smyčky i 
dávkování je řízeno počítačem.  
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Automatické dávkovače jsou vybaveny zásobníky s vialkami, obsahující řadu vzorků. Jejich 
výhodou je, že po naprogramování je HPLC schopná pracovat bez obsluhy [17]. 
Tvorba gradientu mobilní fáze  
Složení MF je buď stejné nebo se s časem mění. Ke změně může docházet skokem nebo 
podle určitého programu. Pak se jedná o gradientovou eluci, která je využívána pro dělení 
směsí, jejichž složky mají široký rozsah retenčních konstant. Mísení složek tvořících gradient 
MF se může realizovat v nízkotlaké části přístroje před čerpadlem MF nebo ve vysokotlaké 
části s použitím dvou a více čerpadel podle počtu smíchávaných komponent [18, 19]. 
Kolony pro HPLC 
Kolony pro HPLC nejčastěji tvoří rovné bezešvé trubice vyrobené z leštěné nerezové oceli, 
tvrzeného skla, titanu nebo pevného polymeru, které mají na konci frity zadržující částice 
náplně. Používají se náplňové kolony o různé délce, vnitřním průměru a velikosti částic. 
K analytickým separacím většinou používáme kolony o délce 10-25 cm s vnitřním průměrem 
3-4,6 mm, plněné částicemi o velikosti 5 µm [17]. 
Před vlastní kolonu se umisťuje takzvaná předkolona, která ji chrání před nečistotami. 
Kolona i předkolona mohou být temperovány, i když většina separací může probíhat za 
laboratorní teploty, jelikož některé separace jsou prováděny lépe za změněné teploty [19]. 
Detektory pro HPLC  
Detektor sleduje pomocí vhodného snímače některou z vlastností eluátu, signál se po zesílení 
přivádí do zapisovače, jenž nám poskytuje záznam intenzity daného signálu na čase. 
Rozlišujeme dva typy detektorů a to univerzální a selektivní [19]. Vlastnosti, které musí 
splňovat jsou selektivita vůči analytům a průtočná cela detektoru musí snést tlak MF za udržení 
stávající těsnosti [7]. 
Nejčastěji se používají spektrofotometrické detektory pracující v ultrafialové (UV) nebo 
viditelné (VIS) části spektra. Levnější přístroje mají jednu pevnou vlnovou délku, nejčastěji 
254 nm. Další možností jsou detektory se spektrálním filtrem pomocí kterého můžeme vymezit 
několik vlnových délek. Přístroje schopné měnit plynule vlnovou délku od 190-400 (600) nm 
jsou vybavené mřížkovým monochromátorem. Na proměření absorpčního spektra ve vybrané 
oblasti vlnových délek se používá detektor s diodovým polem, který se skládá ze zdroje záření, 
čočky, průtokové kyvety, optické mřížky a pole fotodiod viz. obr. 14.  
 
Obr. 14  Instrumentace DAD detektoru. 1--zdroj záření, 2-čočka, 3--průtočná cela, 4-optická mřížka, 
5-fotodiodové pole  
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Jako zdroj záření slouží wolframová lampa pro VIS oblast spektra a deuteriová lampa pro 
UV oblast spektra. Pro VIS a částečně UV oblast spektra se používá halogenová lampa. Při 
detekci v UV oblasti musíme použít křemennou optiku, protože sklo absorbuje záření pod 
350 nm. Zdroj fokusuje světelný paprsek do průtokové kyvety a optická mřížka rozkládá světlo 
na složky, které se detekují pomocí řady fotodiod, kterých je řádově 64-4 096 na jednom čipu. 
Výhodou je univerzálnost, citlivost a použitelnost v gradientových technikách [7, 17, 18]. 
2.5.3 Atomová emisní spektrometrie s indukčně vázanou plazmou  
V plazmové hlavici hoří argonová plazma, do které je vháněn aerosol roztoku vzorku 
pomocí zmlžovače. Vysoká teplota plazmatu rozkládá vzorek na volné atomy a ionty, které se 
nacházejí ve vysokém energetickém stavu. Exitované a ionizované částice po vypuzení emitují 
záření v UV a VIS oblasti. Po průchodu emitujícího záření disperzním prvkem vzniká 
charakteristické čárové spektrum. Jednotlivé čáry spekter odpovídají spontánním přechodům 
tepelně excitovaných valenčních elektronů z vyšší na nižší energetickou hladinu. Při těchto 
přechodech vzniká energie, která je emitována ve formě zářivých kvant (fotonů) o vlnové délce 
dané rozdílem energie vyšší a nižší energetické hladiny [18].  
2.5.3.1 Instrumentace ICP – AES 
ICP - AES spektrometr využívá jako budící zdroj plazmový zdroj viz. obr. 15. 
Nejvhodnějším plazmovým plynem je helium a argon pro svou vysokou ionizační energii. 
Argon je schopný ionizovat všechny prvky kromě He, Ne a F. Plazma vzniká indukčním 
přenosem vysokofrekvenční energie z budícího vysokofrekvenčního generátoru indukční 
cívkou. Indukční cívka je součástí plazmové hlavice, ve které se vytváří vlastní toroidní 
plazmový výboj [18]. 
 
Obr. 15  Ionizační část ICP spektrometru IRIS AP  
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Hlavní součástí spektrometru je plazmová hlavice, která je tvořena třemi koaxiálními 
trubicemi z křemene. Vnitřní trubicí je nasáván aerosol vzorku s nosným plynem (argon), vnější 
trubicí proudí plyn, z něhož vzniká plazma a souběžně s ním proudí další argon jako chladící 
plyn. Plazma vytváří plamen zvláštního tvaru a složitější struktury s chocholem, který se skládá 
ze zón různé teploty viz. obr. 16. Plazma se zapaluje Teslovým výbojem nebo elektrickou 
jiskrou.  
 
Obr. 16  Schéma plazmové hlavice s naznačeným prstencovým plazmovým výbojem [22 ]. 
Zmlžovače roztoků analytu jsou vertikální, horiontální pneumatické a ultrazvukové. Jako 
disperzní prvek je v současné době používána mřížka „echelle“, se strmým tvarováním, úhlem 
odlesku 63  C a malým počtem vrypů (80 vrypů/mm). Detektor CID je tvořen soustavou 
Si-polovodičů.  
Hlavní předností ICP – AES je možnost multielementárního stanovení prvů, malé chemické 
interference a lineární průběh kalibrační funkce v širokém rozsahu koncentrací prvku [18].  
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  
3.1 Charakteristika a postup přípravy rostlinných vzorků 
3.1.1 Použité zařízení a chemikálie 
• Termostatovaný box o svítivosti 4 600 luxů, zářivky 36 W x 18 – studená, bílá zářivka 
• Mikrovlnný mineralizátor MLS 1 200 s karuselem MDR 1 000/6/160/60 (Milestone, 
Sorisole, Itálie) 
• Digitální váhy HA-202 M, A & D Company, Japonsko 
• Vortex IKA, Genius 3, Labicom 
• Mikrofiltry 0,45 µm 
• Mrazící box – t = -80 °C 
• Běžné laboratorní vybavení – mikropipety, kádinky, nálevky, … 
 
• Kyselina askorbová, ČSL 4 
• Kyselina dusičná, Analytika  
• Peroxid vodíku, Analytika  
• Octan thallný čistý, Lachema 
• Tekutý dusík, Messer 
 
Fosfátový pufr o pH 7,2 obsahoval - 8 g·l-1 chloridu sodného, 0,2 g·l-1 chloridu draselného, 
2,89 g·l-1 dodekanu hydrogen fosforečnanu sodného a 0,2 g·l-1 dyhydrogen fosforečnanu 
draselného. 
3.1.2 Studovaný materiál – reálný vzorek 
Rostlinný vzorek Kukuřice seté latinským názvem Zea mays L. F1 hybrid Gila. 
3.1.2.1 Odběr  
Vzorek byl odebrán z pole v lokalitě 49°14'18.13"N, 16°16'40.74"E Jednalo se o  F1 hybrid 
Gila. Vytržená rostlina byla okamžitě vložena do chladícího boxu a po převozu přemístěna do 
mrazícího boxu, jehož teplota byla -80 °C. 
3.1.2.2 Postup přípravy vzorků 
Zmražená rostlina byla omyta demineralizovanou vodou a rozdělena na kořenovou a 
listovou část.. Z obou těchto částí bylo naváženo dvakrát kolem 0,5 g vzorku. Toto množství 
bylo rozetřeno v třecích miskách. Jako rozpouštědlo bylo použito v první misce 1 ml 
fosfátového pufru o pH 7,2 a v druhé misce 1 ml roztoku kys. askorbové o koncentraci 1 g·l-1. 
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Vzniklý roztok byl kvantitativně převeden do Eppendorfovy zkumavky. Homogenizován na 
třepačce Vortex  a centrifugován vždy po dobu 5 min. Vzniklý supernatan byl před analýzou 
filtrován přes membránový filtr. 
3.1.3 Vzorek připravený v laboratoři 
3.1.3.1 Kultivace rostlin 
Na kultivaci byla použita semena Torena od firmy Oseva. Obilky byly naklíčeny na vatě 
ponořené v demineralizované vodě při stálé pokojové teplotě. Abychom dosáhli relativně stálé 
vlhkosti bylo kultivační plato umístěno v prodyšném pytli. Zde zůstaly po dobu 7 dní. 
Po upravení plastových nádob (do víček od nádob bylo uděláno 10 otvorů) následovalo nalití 
roztoků o koncentraci 0, 10, 20, 30, 40, 50 µmol·l-1 Tl a vložení rostlinek tak, aby celou svou 
kořenovou část měly v tomto roztoku. Takto připravené byly umístěny v termostatovaném 
boxu, kde byly udržovány konstantní podmínky (teplota 25 °C, světlo 4 600 luxů). Po 5 dnech 
došlo k úhynu rostlin s koncentrací 20, 30, 40, 50 µmol·l-1 Tl viz. obr. 17. 
 
Obr. 17 Vzhled kličících rostlin kukuřice seté po 5 dnech působení roztoku Tl o koncentracích 0, 10, 
20, 30, 40, 50 µmol·l-1. 
Díky této nepodařené koncentrační řadě byla stanovena optimální koncentrace při které 
rostlina ještě neuhyne a byla vypracována nová řada o koncentracích 0, 1, 3, 5, 8, 10 µmol·l-1 
roztoku Tl.  
Po zkušenostech s prvním pokusem, ve kterém při změně prostředí (přesazení) došlo ke 
zvadnutí a zčernání některých částí listů, nebyly rostliny naklíčeny na kultivačním platu, ale 
přímo v plastové nádobě.  
Od každé koncentrace byly připraveny dvě nádoby vystlané vatou. V každé bylo 10 semen 
kukuřice, která byla zalita 200 ml roztoku. Nádoby byly uzavřeny a vloženy do 
termostatovaného boxu. Po 7 dnech byl tento kultivační pokus ukončen z důvodu napadení 
rostlin plísní viz. obr. 18.  
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Obr. 18  Vzhled semen klíčících 2 dny  v roztoku Tl o koncentracích 0, 1, 3, 5, 8, 10 µmol·l-1a po 
7 dnech, kdy jsou napadeny plísní. 
Po důkladném vydezinfikování všech nádob byly provedeny dvě rozdílné kultivace podobné 
předchozím, jen s několika změnami.  
A. Předchozí naklíčení ve vodě a následný přesun do víček nádob viz. obr. 19.  
• Kratší doba klíčení rostlin v demineralizované vodě (4 dny), zpracovány byly po 4 dnech 
v roztoku Tl 
 
Obr. 19 Vzhled klíčních rostlin kukuřice seté – kultivace A (4 dny  působení roztoku Tl o 
koncentracích 0, 1, 3, 5, 8, 10 µmol·l-1). 
B. Vkládání semen přímo do nádob s roztokem Tl viz. obr. 20. 
• Roztoku Tl bylo 120 ml a nádoby byly pootevřené, po vzrůstovém překročení velikosti 
boxu byly přikryty druhým boxem, zpracovány byly  po 14 dnech v roztoku Tl 
 
Obr. 20 Vzhled klíčních rostlin kukuřice seté – kultivace B (14 dní  působení roztoku Tl o 
koncentracích 0, 1, 3, 5, 8, 10 µmol·l-1). 
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3.1.3.2 Příprava vzorků  pro stanovení glutathionu 
Metodou A a B bylo vypěstováno 40 kusů rostlin, z nichž bylo vybráno 10 kusů na směsný 
vzorek a 10 kusů ponecháno na sušinu, která po zvážení byla použita ještě na stanovení 
koncentrace Tl v jednotlivých částech rostliny.  
Připravené rostliny byly rozděleny na kořenovou a listovou část, zváženy, přeneseny do 
uzavíratelných plastových zkumavek, okamžitě zmraženy tekutým dusíkem a rozetřeny na 
jemný prášek. K takto připravenému vzorku byl přidán fosfátový pufr o pH = 7,2 nebo roztok 
kys. askorbové o koncentraci 1 g·l-1. Objem přidaného extrakčního činidla byl zjišťován 
přepočtem z navážky, a to tak, že 1 g vzorku odpovídal 10 ml extrakčního činidla. Roztok byl 
homogenizován třepáním 10 min, poté znovu zmražen a po rozmražení zase třepán. Tento 
postup byl proveden třikrát. Roztok byl přefiltrován přes celulózový filtrační papír a 
membránový filtr do dvou vialek. Jedna byla použita na analýzu metodou HPLC a druhá na CE. 
Všechny vzorky byly uchovávány v mrazícím boxu. 
3.1.3.3 Příprava vzorků pro stanovení Tl  
Rostlinné vzorky byly usušeny v horkovzdušné sušárně při t = 50°C a dosušeny do 
konstantní hmotnosti při t = 105°C. Zváženy a kvantitativně převedeny do speciálních 
teflonových nádob. Ke vzorku bylo přidáno 6 ml 67% kyseliny dusičné a 1 ml 30% peroxidu 
dusíku. Nádoby se vzorkem byly vloženy do patron, které se umisťují do otočného boxu. 
Patrony byly zajištěny a utaženy. Po vložení otočného boxu do mikrovlnného mineralizátoru 
(obr. 23) byl nastaven rozkladný proces pro vzorek kukuřice, který udává výrobce. Po 
dokončení programu se vzorek nechal 15 min chladnout v digestoři. Po uvolnění a oddělání 
víčka se vzorek kvantitativně převed do PE odměrných baněk o objemu 25 ml a bylo přidáno 
125 µl roztoku Tl o koncentraci 1 g·l-1. Toto bylo provedeno, jelikož jsme zvolily metodu 
standardního přídavku. Na konec byla odměrná baňka doplněna demineralizovanou vodou po 
rysku.  
 
Obr. 21 Mikrovlnný mineralizátor MLS 1 200 s karuselem MDR 1 000/6/160/60 (Milestone, Sorisole, 
Itálie) 
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3.2 Stanovení glutathionu (GSH) v rostlinném vzorku pomocí CE 
3.2.1 Použité přístroje a zařízení, chemikálie a standardy 
• Kapilární elektroforéza Agilent 3D CE s detektorem diodového pole (DAD) viz. obr. 22, 
Peltierovým regulátorem teploty (umožňuje termostatování kolony) a automatickým 
dávkovačem vzorků 
• Mikropipety, vialky.  
 
• Glutathion, Sigma - Aldrich 
• Kyselina askorbová, ČSL 4 
• Acetophenon, Agilent  
• Borátový pufr o pH 9,3, Agilent  
• Voda pro CE, Sigma - Aldrich 
• Hydroxid sodný o koncentraci 1 mol·l-1, Agilent 
 
3.2.2 Pracovní podmínky CE  
Kapilára Agilent Technologies o délce 50 cm a průměru 50 µm, teplota laboratorní, pufr 
borátový o pH 9,3, napětí 30 kV. Vlnové délky 200 nm, 214 nm a 254 nm.  
 
Promývání před měřením:  
• 5 min roztokem NaOH o koncentraci 1 mol·l-1 
• 5 min vodou pro CE  
• 5 min promývací pufr (borátový)  
 
Promývání po měření:  
• 5 min roztokem NaOH o koncentraci 0,1 mol·l-1 
• 5 min vodou pro CE  
 
3.2.3 Stanovení glutathionu  metodou CE 
Před spuštěním měření, bylo třeba nejprve nově vloženou kapiláru aktivovat a promýt. To se 
provádí pomocí roztoku NaOH o koncentraci 1 mol·l-1, vodou určenou pro CE a borátovým 
pufrem o pH 9,3. Funkčnost kapiláry byla ověřena standartním roztokem acetophenonu, který 
firma Agilent k těmto účelům dodává společně s přístrojem.  
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Proměřením roztoků glutathionu o koncentracích 1,004, 0,8032, 0,7530, 0,5020, 0,4016 
a 0,2008 g·l-1 byla získána kalibrační křivka. Roztoky byly připraveny navážkou syntetického 
glutathionu do 25 ml fosfátového pufru o pH 7,2.  
Protože byl vzorek extrahován do kys. askorbové byla zhotovena společná kalibrační křivka 
pro glutathion s kys. askorbovou. Příprava tohoto vzorku byla stejná jen ke glutathionu bylo 
přidáno ještě stejné množství kys. askorbové. Proměřené koncentrace byly 10,084, 9,0756, 
8,0672, 7,0588, 6,0504, 4,0336, 3,0252, 2,0168 a 1,0084 g·l-1. Pro měření byli nastaveny vlnové 
délky 200 nm, 214 nm a 254 nm. Při vyhodnocení byla použita vlnová délka 200 nm. Aby bylo 
zabráněno rozkladu glutathionu ve vzorku po vložení do zásobníku, byla vialka ihned po nasátí 
vzorku vyndána a vložena do lednice. Po každém pátém měření byl vyměněn borátový pufr. 
 
 
Obr. 22 Kapilární elektroforéza Agilent 3D CE.  
 
 
3.3  Stanovení glutathionu (GSH) v rostlinném vzorku pomocí HPLC 
3.3.1 Použité přístroje a zařízení, chemikálie a standardy 
Kapalinový chromatograf Agilent 1 100 Series, Kolona SUPELCO, ABZ plus+®, stacionární 
fáze C18, délka kolony 250 cm a průměr 4,6 mm, velikost částic 5 µm, detektor diodového pole 
(DAD) – zdroj světla deuteriová (UV) a wolframová (VIS) lampa, 1 024 fotodiod, vlnový 
rozsah 190-950 nm, programovatelná šířka štěrbiny 1-16 nm. 
 
• Voda pro HPLC, Merck  
• Acetonitril, Supelco 
• Glutathion, Sigma - Aldrich 
• Kyselina askorbová, ČSL 4  
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3.3.2 Pracovní podmínky HPLC 
Mobilní fáze – acetonitril, voda pro HPLC v poměru 60 : 40, průtok 1 ml·min-1, nástřik 
20 µl, , autosampler byl nastaven na teplotu 8 °C, izokratická eluce, vlnové délky 210 nm, 
214 nm 230 nm, a 254 nm.  
 
Obr. 23 Kapalinový chromatograf Agilent 1 100 Series 
3.3.3 Stanovení glutathionu  metodou HPLC 
Postup přípravy byl obdobný jako u všech použitých metod – promytí a nastavení přístroje, 
vytvoření kalibrace a samotné měření vzorků. Mobilní fáze byla nejdříve nastavena 
v poměru 90 : 10 acetonitril, voda pro HPLC. Jelikož docházelo k nedokonalému rozdělení píků 
(překrývaly se), byl tento poměr změněn na 60 : 40. Koncentrace v kalibrační křivce byly pro 
glutathion 0,40, 0,83, 1,05, 2,03, 2,70 g·l-1. V kalibraci glutathion s kys. askorbovou byly 
koncentrace 0,91, 1,03, 1,16, 1,92, 3,93 g·l-1. Nastavené vlnové délky byly 214 nm, 254 nm, 
210 nm a 230 nm. Vyhodnocovací vlnová délka byla 210 nm.  
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3.4 Stanovení Tl v rostlinném vzorku pomocí ICP-AES 
3.4.1 Použité přístroje a zařízení, chemikálie a standardy 
ICP spektrometr IRIS AP (Hermo Jarrell Ash, USA, viz obr. 24) s plazmovým výbojem v 
axiálním uspořádání, echelle spektrometrem a polovodičovým CID detektorem (pole 
512 x 512 pixelů, s aktivní plochou 14 x 14 mm a integrací s přímým přístupem a 
nedestruktivním čtením všech pixelů, pracovní teplota je 80 °C. Detektor CID, použitý s echelle 
optikou, umožňuje simultánní přístup k libovolné vlnové délce ve spektru v rozsahu od 175 do 
900 nm.  
Mikrovlnný mineralizátor MLS 1 200 s karuselem MDR 1 000/6/160/60 (Milestone, 
Sorisole, Itálie) 
 
• Octan thallný čistý, Lachema 
3.4.2 Pracovní podmínky ICP-AES 
Echelle optika 0,381 m, mřížka 54,4 čar/mm, termostatovaný polychromátor (37 °C), 
rozlišení < 0,01 mm v oblasti 200 nm. Vlnové délky byly kalibrovány na spektrum rtuťové 
výbojky. Výkon generátoru s frekvencí 27,12 MHz byl nastaven na 1 350 W. Tlak argonu v 
zmlžovači byl 32 psi, vzorek byl peristaltickou pumpou vháněn do zmlžovače rychlostí 
1,85 ml·min-1. Konečný výsledek byl průměrem tří měření.   
 
 
Obr. 24   ICP spektrometr IRIS AP 
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3.4.3 Stanovení Tl metodou ICP-AES 
Po spuštění, promytí a nadefinování pracovních podmínek přístroje byli měřeny roztoky Tl o 
koncentracích 0, 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 1, 1,5, 3, 5, 7 a 10 mg·l-1. Z těchto dat byla vytvořena 
kalibrační křivka. Při tomto měření byli nastavené všechny možné vlnové délky pro měření Tl. 
Byla vybrána nejlepší kalibrační křivka a tím i vlnová délka, která byla použita při měření 
kukuřičných vzorků. Následovalo měření.  
 
3.5 Výpočet meze detekce a meze stanovitelnosti 
Mez detekce 
Je množství nebo koncentrace analytu, které poskytuje analytický signál rovný trojnásobku 
směrodatné (standartní) odchylky signálu pozadí (slepého pokusu, pozadí) dělenému směrnicí 
kalibrační křivky [18]. Je vyjádřena rovnicí  
 
a
H
LOD s⋅= 3  (6) 
LOD … mez detekce 
Hs … směrodatná odchylka signálu pozadí  
a … směrnice kalibrační křivky 
 
Mez stanovitelnosti  
Je množství nebo koncentrace analytu, odpovídající desetinásobku hodnoty směrodatné 
odchylky signálu slepého pokusu, dělenému směrnicí kalibrační křivky [18]. Je vyjádřena 
rovnicí 
 
a
H
LOQ s⋅= 10  (7) 
LOQ … mez stanovitelnosti 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE  
Byly připraveny kultivační roztoky Tl o koncentracích 0 – 50 µmol·l-1. Z tohoto pokusu byla 
stanovena nejvyšší možná koncentrace roztoku Tl pro novou kultivační řadu. V dalším pokusu 
byly použity koncentrace Tl 0 – 10 µmol·l-1. Zde došlo k napadení plísní. Po optimalizaci a 
úpravách metody byly vypracovány dva kultivační postupy, a to kultivace A a B.  
Po dobu kultivace rostlin v roztoku Tl byly viditelné změny. V závislosti na množství Tl 
v roztoku byl ovlivňován růst rostlin. Se zvyšující se koncentrací „živného“ roztoku se jasně 
projevovala růstová deprese. Rostliny vykazovaly známky chlorózy, měly menší kořenový 
systém a listovou plochu viz. obr. 25. 
 
Obr. 25 Vzhled rostlin z kultivace A, rostliny byly kultivovány v roztoku Tl o koncentracích 0, 1, 3, 5, 
8, 10 µmol·l-1 po dobu 4 dní a celkové stáří rostliny bylo 8 dní.  
Semena, která byla předklíčena v demineralizované vodě do doby, kdy ještě nedošlo 
k úplnému vyvinutí listové části rostliny byla přesazena do plastových boxů a umístěna 
v termostatovaném boxu (kultivace A). Při koncentraci roztoku Tl 10 µmol·l-1 nedošlo 
k žádnému nárůstu od doby přesazení. Průměrná délka listové části osmidenní rostliny se 
pohybovala od 6 cm u kontroly  po 1 cm u nejkoncentrovanějšího roztoku Tl. Kořenová část 
byla dlouhá 17 cm a klesla na 3 cm. V plastové nádobě o koncentraci roztoku Tl 8 µmol·l-1 
došlo k vypadnutí rostliny z prostoru uchycení do roztoku. Rostlina oproti ostatním ve stejném 
roztoku prosperovala viz. obr. 26, což může být námětem pro další studium.  
  - 41 - 
 
Obr. 26 Vzhled rostlin po 4 denní kultivaci v kultivačním roztoku o koncentraci Tl 8 µmol·l-1. Zelená 
rostlina byla v tomto roztoku ponořena.  
U kultivace B, která spočívala v klíčení semen přímo v roztoku Tl nebyla od prvního dne 
viditelná změna. Všechny rostliny ve všech koncentracích klíčily stejně. Tento stav přetrvával 
zhruba do 8 dne kultivace, kdy už byly patrné změny. Průměrná délka listové části 
dvanáctidenní rostliny se pohybovala od 28 cm u kontroly a postupně klesala až na hodnotu 
12 cm. Délka kořene kontroly (roztok obsahující jen demineralizovanou vodu) byla 8 cm a 
klesla na 3 cm. 
Původním záměrem bylo, aby rostliny, jak z kultivace A, tak i z B byly stejnou dobu 
kultivovány a vyextrahovány ve stejný den. To se bohužel z technických důvodů nepodařilo. 
 
4.1 Stanovení glutathionu (GSH) v rostlinném vzorku pomocí CE 
Po připravení přístroje následovalo proměření kalibrační křivky pro glutathion v rozmezí od 
0,2008 g·l-1 do 1,004 g·l-1 a pro glutathion společně s kys. askorbovou v intervalu 1,0084 g·l-1 
do 10,084 g·l-1. Výsledné kalibrace jsou na obr. 27, 28.  
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Obr. 27 Kalibrační křivka glutathionu.  
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Obr. 28 Kalibrační křivka glutathionu a kys. askorbové.  
Při kalibraci nebylo dosaženo uspokojivé hodnoty korelačního koeficientu. K tomuto stavu 
přispěla i skutečnost, že práškový glutathion je silně hydroskopický. Další snížení tohoto 
koeficientu následovalo po použití předpokladu, že nulová koncentrace analytu dává nulový 
signál, čímž začíná přímka proložená experimentálními daty v bodě [0;0]. 
Tabulka 4 Výsledné množství glutathionu stanovené metodou CE 
List Kořen Celkem c kult. 
roz. Tl 
(µmol/l) 
msušiny 
(g) 
c glut. 
(g·l-1) 
Výtěžnost 
(%) 
msušiny 
(g) 
c glut. 
(g·l-1) 
Výtěžnost 
(%) 
Výtěžnost 
(%) 
Kultivace A 
0 0,5338 0,1238 0,58 0,2655 0,1087 0,71 0,62 
1 0,4763 0,8484 3,96 0,1967 0,3341 2,17 3,44 
3 0,3153 0,9078 4,24 0,1677 0,0996 0,65 2,99 
5 0,2414 0,3080 1,44 0,1627 0,2204 1,43 1,43 
8 0,1885 0,1369 0,64 0,1251 0,1228 0,80 0,70 
10 0,2536 0,6270 2,93 0,1275 0,1610 1,04 2,30 
Kultivace B 
0 0,6625 0,2556 1,61 0,5963 0,3241 2,27 1,92 
1 0,5126 0,1057 0,67 0,6261 0,1288 0,90 0,79 
3 0,5876 0,5525 3,48 0,4865 0,0906 0,63 2,19 
5 0,5445 1,1976 7,54 0,4357 0,3422 2,39 5,25 
8 0,4354 1,0064 6,34 0,3124 0,3422 2,39 4,69 
10 0,5089 1,3707 8,63 0,4077 0,2929 2,05 5,70 
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Tabulka 5 Výsledné množství antioxidantů stanovené metodou CE 
List Kořen Celkem c kult. 
roz. Tl 
(µmol/l) 
msušiny 
(g) 
c antiox. 
(g·l-1) 
Výtěžnost 
(%) 
msušiny 
(g) 
c antiox. 
(g·l-1) 
Výtěžnost 
(%) 
Výtěžnost 
(%) 
B + kys. askorbová 
0 0,7735 0,2449 1,54 0,4512 0,0454 0,32 1,09 
1 0,6841 0,0454 0,29 0,4251 0,1662 1,16 0,62 
3 0,5463 0,0299 0,19 0,3750 0,0620 0,43 0,29 
5 0,5819 0,0421 0,27 0,4562 0,0321 0,22 0,25 
8 0,3971 0,3191 2,01 0,3984 0,0377 0,26 1,13 
10 0,4252 0,0543 0,34 0,2451 0,0277 0,19 0,29 
 
V tab. 6, 7 jsou výsledky vz. 1, což je vzorek reálné rostliny. V počátku této studie byl na 
přípravu vzorků použit postup, kdy vzorek nebyl zmražen a rozdrcen na prášek (kultivace 
vzorků připravených v laboratoři), ale jen třen v misce, třepán a centrifugován. Tento postup 
nebyl dostačující, jelikož se nám podařilo vyextrahovat jen 1,33 % glutathionu z kořenové části 
rostliny a 24,70 % z listové části. U antioxidantů byly tyto hodnoty v kořenové části 2,20 % a v 
listové části 9,23 %. Jako 100%  bylo bráno množství glutathionu v sušině stejného vzorku, ale 
připraveného odlišným způsobem (kultivace B). Tak velký rozdíl může být způsoben malým 
množstvím extrakčního činidla, nebo nedošlo k dostatečné destrukci buněk, kterou lze zajistit 
zmražením vzorku kapalným dusíkem. 
Tabulka 6 Výsledné množství glutathionu a antioxidantů v reálném vzorku – kultivace B 
Vz. 1 - kultivace B msušiny (g) c glutathionu (g·l-1) Výtěžnost (%) 
Kořen 0,1562 0,7530 5,26 
List 0,1660 0,4050 2,55 
 msušiny (g) c antioxidantů (g·l-1) Výtěžnost (%) 
Kořen 0,1641 0,2600 1,82 
List 0,1040 0,2092 0,65 
 
Tabulka 7 Výsledné množství glutathionu a antioxidantů v reálném vzorku – kultivace bez použití 
kapalného dusíku 
Vz. 1 msušiny (g) c glutathionu (g·l-1) Výtěžnost (%) 
Kořen 0,0721 0,0480 0,07 
List 0,0091 0,0570 0,63 
 msušiny (g) c antioxidantů (g·l-1) Výtěžnost (%) 
Kořen 0,0721 0,0310 0,04 
List 0,0029 0,0180 0,06 
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Obr. 29 Elektroforegram realného vzorku připraveného kultivací B, kořenová část rostliny. 
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Obr. 30 Elektroforegram realného vzorku připraveného bez použití kapalného dusíku, kořenová část 
rostliny. 
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Obr. 31 Závislost výtěžnosti glutathionu v sušině ve všech částech rostliny na koncentraci 
kultivačního roztoku – kultivace A  
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Obr. 32 Závislost výtěžnosti glutathionu v sušině ve všech částech rostliny na koncentraci 
kultivačního roztoku – kultivace B 
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Obr. 33 Závislost výtěžnosti antioxidantů v sušině ve všech částech rostliny na koncentraci 
kultivačního roztoku – kultivace B + kys. askorbová 
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Při analýze se vyskytl zásadní problém a to ten, že v elktroforegramech jednotlivých vzorků 
bylo detekováno velké množství píku a rozpoznat ten, který patří glutathinu bylo velmi obtížné. 
U separačních metod je obvyklé proměřit stanovovanou látku (standart), aby bylo zjištěno, 
který retenční čas jí ve vzorku odpovídá. Pro samotný GSH se jednalo o čas 7,761 min 
viz. obr. 34. Po přidání kys. askorbové tato hodnota vstoupla na 7,958 min viz. obr. 35. Při 
měření vzorků se však v této době žádný pík neobjevil. Tento časový posun mohl být zapříčiněn 
vlivem rostlinné matrice.  
Po pokusu provést analýzu metodou standardního přídavku vznikl ve vzorku nový pík a také 
došlo k velkému nárůstu hodnot na dalších dvou místech. Nový pík měl retenční čas kolem 
6,7 min měnící se v závislosti o jakou část rostliny se jednalo a jakým postupem byla 
připravena.  
Ani po snaze analyzovat jednotlivá spektra píků nebylo dosaženo uspokojivého závěru, 
jelikož UV, VIS spektra v rostlinné matrici si jsou dosti podobná a spektrum totožné se 
spektrem glutathionu se vyskytovalo u několika píků.  
Rostlina obsahuje složky, které spolu mohou reagovat. Nachází se zde cystein, ze kterého je 
tvořen glutathion a z glutathionu vznikají fytochelatiny. Další sloučenina ovlivňující množství 
glutathionu je kys. askorbová, která využívá glutathion k regeneraci.  
Nakonec byl vybrán pík, jehož spektrum odpovídalo nejvíce spektru glutathionu a vždy byla 
ještě provedena kontrola elektroforegramu, tak aby byl brán pořád stejný pík, protože podle 
retenčního času se nedalo orientovat. Všechny vzorky byly proměřeny třikrát, ale z důvodu 
složité analýzy byly použity výsledky jen z jednoho měření. 
 
Obr. 34 Oxidovaná (retenční čas 7,437 min) a redukovaná (retenční čas 7,761 min) forma 
glutathionu o koncentraci  1,004 g·l-1. 
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Obr. 35 Oxidovaná (retenční čas 7,559 min) a redukovaná (retenční čas 7,958 min) forma 
glutathionu o koncentraci  10,084 g·l-1 s přídavkem kys. askorbové (retenční čas 7,197 min). 
Mez detekce je 0,7880 mg·l-1 pro glutathion a byla vypočtena podle rovnice (6). Mez 
stanovitelnosti  pro kys. askorbovou je 4,246 mg·l-1. Výpočet byl proveden podle rovnice (7). 
 
4.2 Stanovení glutathionu (GSH) v rostlinném vzorku pomocí HPLC 
Byly připraveny roztoky rostlinných vzorků, promyta kapilára a nadefinovány pracovní 
podmínky přístroje. Následovalo přeměření kalibrační křivky samotný glutathion a glutathion 
s přídavkem kys. askorbové viz. obr. 36, 37. Výsledky měření vzorků jsou uvedeny v tab. 8.  
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Obr. 36 Kalibrační křivka glutathionu. 
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Obr. 37 Kalibrační křivka glutathionu a kyseliny askorbové 
 
Tabulka 8 Výsledné množství glutathionu stanoveného  metodou HPLC 
List Kořen Celkem c kult. 
roz. Tl 
(µmol/l) 
msušiny 
(g) 
c glut. 
(g·l-1) 
Výtěžnost 
(%) 
msušiny 
(g) 
c glut. 
(g·l-1) 
Výtěžnost 
(%) 
Výtěžnost 
(%) 
Kultivace A 
0 0,5338 1,1912 5,56 0,2655 0,5710 3,70 4,94 
1 0,4763 1,0494 4,90 0,1967 0,3219 2,09 4,08 
3 0,3153 1,5346 7,16 0,1677 0,3346 2,17 5,43 
5 0,2414 1,1455 5,35 0,1627 0,4773 3,10 4,44 
8 0,1885 0,5630 2,63 0,1251 0,3426 2,22 2,47 
10 0,2536 0,3468 1,62 0,1275 0,4358 2,83 2,02 
Kultivace B 
0 0,6625 0,7317 4,61 0,5963 0,3049 2,13 3,43 
1 0,5126 0,5403 3,40 0,6261 0,2369 1,66 2,44 
3 0,5876 1,1332 7,13 0,4865 0,2647 1,85 4,74 
5 0,5445 1,2274 7,73 0,4357 0,3743 2,62 5,46 
8 0,4354 1,1788 7,42 0,3124 0,4547 3,18 5,65 
10 0,5089 1,2492 7,86 0,4077 0,3928 2,75 5,59 
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Tabulka 9 Výsledné množství antioxidantů  stanovené metodou HPLC 
List Kořen Celkem c kult. 
roz. 
(µmol/l) 
msušiny 
(g) 
c antiox. 
(g·l-1) 
Výtěžnost 
(%) 
msušiny 
(g) 
c antiox. 
(g·l-1) 
Výtěžnost 
(%) 
Výtěžnost 
(%) 
B + kys. askorbová 
0 0,7735 1,4794 9,31 0,4512 0,7700 5,38 7,87 
1 0,6841 1,1984 7,55 0,4251 0,6499 4,54 6,39 
3 0,5463 1,0039 6,32 0,3750 0,8920 6,24 6,29 
5 0,5819 1,6264 10,24 0,4562 0,9837 6,88 8,76 
8 0,3971 2,0421 12,86 0,3984 0,6219 4,35 8,60 
10 0,4252 2,0001 12,59 0,2451 0,6153 4,30 9,56 
 
Tabulka 10 Výsledné množství glutathionu a antioxidantů v reálném vzorku – kultivace B 
1.vz. - kultivace B msušiny (g) c glutathionu (g·l-1) Výtěžnost (%) 
Kořen 0,1562 1,7389 12,16 
List  0,1660 0,5382 3,39 
 msušiny (g) c antioxidantů (g·l-1) Výtěžnost (%) 
Kořen 0,1641 2,0636 14,43 
List 0,2092 5,4958 34,60 
 
V reálném vzorku nelze zjistit, zda určitá koncentrace glutathionu v rostlině je způsobena 
právě působením Tl, či jiným „stresorem“, proto je zbytečné zjišťovat přepočtem z výsledných 
hodnot jak velká koncentrace Tl by musela působit na rostlinu, aby se docílilo produkce 
glutathionu, která v tomto vzorku byla analyzována. Lze jenom říci, že v reálné rostlině je toto 
množství znatelně větší.  
U všech typů kultivace je koncentrace glutathionu v listech větší než v kořenech viz. 
obr. 38, 39, 40. Jedinou výjimkou je kultivace A, roztok o koncentraci 10 µmol·l-1, kde 
koncentrace glutathionu v kořeni převyšuje hodnotu v listu.  
Z obr. 38 je patrné, že rostlina na kterou nepůsobí „stresor“ (Tl) má v sobě stálé množství 
glutathionu. Když je rostlina konfrontována s roztokem Tl o koncentraci 1 µmol·l-1 dochází 
k poklesu koncentrace glutathionu. Začne se spotřebovávat glutathion, takže je rostlina nucena 
zahájit produkci této sloučeniny. Následný pokles množství glutathionu lze vysvětlit jedině 
selháním obranných mechanismů rostliny, které souvisí s vážným poškozením rostlin 
vedoucím, při nejvyšší koncentraci roztoku Tl, k jejich smrti. 
Při kultivaci B, kterou je mnohem více možné srovnat s venkovním způsobem pěstování 
kukuřice, byla reakce na Tl ze začátku obdobná, ale na rozdíl od kultivace A nedošlo k selhání a 
následnému úmrtí rostliny, ale k vyrovnání se s přísunem Tl odpovídající produkcí glutathionu 
viz. obr. 39. 
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Obr. 38 Závislost výtěžnosti glutathionu v sušině ve všech částech rostliny na koncentraci 
kultivačního roztoku – kultivace A  
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Obr. 39 Závislost výtěžnosti glutathionu v sušině ve všech částech rostliny na koncentraci 
kultivačního roztoku – kultivace B 
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Obr. 40 Závislost výtěžnosti antioxidantů v sušině ve všech částech rostliny na koncentraci 
kultivačního roztoku – kultivace B + kys. askorbová 
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Kys. askorbová byla použita, jako extrakční činidlo, aby zabránila rychlému rozkladu 
glutathionu ve vzorku. Ten se totiž při teplotě větší než 4 °C velmi rychle rozkládá. Tento 
přídavek způsobil, že v rostlině bylo od začátku větší množství antioxidantů  (glutathion a kys. 
askorbová) a to se projevilo tím, že glutathion začly produkovat až rostliny kultivované 
v roztoku o koncentraci 3 µmol/l Tl viz. obr. 40. Na obr. 41, 42, 43 je vidět průběh koncentrací 
antioxidantů pro určitou část rostliny.  
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Obr. 41 Závislost výtěžnosti glutathionu v sušině v kořenových částech rostliny ve všech použitých 
kultivacích na koncentraci kultivačního roztoku 
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Obr. 42 Závislost výtěžnosti glutathionu v listových částech rostliny ve všech použitých kultivacích na 
koncentraci kultivačního roztoku 
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Obr. 43 Závislost výtěžnosti v obou částech rostliny ve všech použitých kultivacích na koncentraci 
kultivačního roztoku 
V této metodě byl pík glutathionu při analýze vzorku stanoven podle retenčního času a 
kontrolou bylo porovnání spektra předpokládaného glutathionu ve vzorku se spektrem 
standardního glutathionu. 
U vzorku extrahovaných do kys.askorbové nelze říci kolik glutathionu obsahují, už jenom 
proto, že v kalibrační křivce kde byl přidán 1 ml kys. askorbové nedošlo k rozdělení píků. 
Dalším faktorem je, že i po přepočtu bychom nevěděli kolik kys. askorbové rostlina normálně 
obsahuje ,a že kys. askorbová a glutathion spolu vzájemně reagují, a to tak, že glutathion 
regeneruje kys. askorbovou. Tato reakce probíhá cestou askorbát-glutathionového cyklu.  
Mez detekce pro tuto metodu je 6,5782·10-6 g·l-1 a byla vypočtena podle rovnice (6). Mez 
stanovitelnosti je 4,7437·10-6 g·l-1. Výpočet byl proveden podle rovnice (7).   
Na stanovení glutathionu v rostlinném vzorku byly použity dvě metody, kdy původně 
stěžejní metoda se projevila jako nevyhovující a metoda, která měla sloužit jen k porovnání a 
ověření výsledků se stala rozhodující. Na stanovení složek rostlinné matrice je vhodnější CE, 
ale bohužel se nedá moc dobře vyhodnotit z důvodů neznámých interakcí mezi jednotlivými 
složkami a neexistující knihovnu spekter pro UV-VIS oblast. Nevýhodou je také nemožnost 
nastavení stálé teploty v zásobníku vzorků a z toho plynoucí přítomnosti obsluhy po celou dobu 
měření. Rozdíly v metodách jsou zřejmé z chromatogramu viz. obr. 45 a elektroforegramu viz. 
obr. 44. Problém s analýzou v CE se dá vyřešit použitím jiného detektoru. Nejvhodnější by bylo 
použití hmotnostního spektrometru.  
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Obr. 44 Elektroforegram listové části vzorku, který byl vystaven působení vodného roztoku Tl o 
koncentraci 10 µmol·l-1, typ kultivace A.  
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Obr. 45 Chromatograf listové části vzorku, který byl vystaven působení vodného roztoku Tl o 
koncentraci 10 µmol·l-1, typ kultivace A.  
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4.3 Stanovení Tl v rostlinném vzorku pomocí ICP-AES 
Byly proměřeny kalibrační roztoky thalia v matrici demineralizované vody v koncentračním 
rozmezí 0 – 10 mg·l-1 ve všech pro Tl možných vlnových délkách a byla sledována intenzita 
výsledného signálu v ICP-AES. Pro měření byla vybrána kalibrační křivka o vlnové délce 
190 nm viz. obr. 46, jelikož vykazovala nejvyšší intenzitu signálu, vysoký korelační koeficient 
(téměř rovný jedné) a velmi nízké hodnoty intenzity blanku.  
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Obr. 46  Závislost intenzity signálu na koncentraci thalia pro vlnovou délku 190 nm.  
Při tomto stanovení byla použita metoda standardního přídavku, jelikož předpokládaná 
intenzita signálu a tím i koncentrace měla být malá a špatně identifikovatelná. Po proměření 
kořenové a listové části vzorků, jsme dostali jednotlivé koncentrace Tl viz. tab. 11.  
Tabulka 11 Výsledné koncentrace Tl v rostlinném vzorku 
List Kořen Celkem c kult. 
roz. Tl 
(µmol/l) 
msušiny 
(g) 
c Tl 
(mg·l-1) 
c Tl v suš. 
(mg·g-1) 
msušiny 
(g) 
c Tl 
(mg·l-1) 
c Tl v suš. 
(mg·g-1) 
c Tl v suš. 
(mg·g-1) 
Kultivace A 
0 0,4088 0,0000 0,0000 0,1834 0,0000 0,0000 0,0000 
1 0,3294 0,6330 0,0480 0,1333 2,4950 0,4679 0,1690 
3 0,3398 1,1020 0,0811 0,1123 7,4700 1,6630 0,4740 
5 0,1736 0,6960 0,1002 0,1051 9,3400 2,2217 0,9003 
8 0,1886 1,4670 0,1945 0,0902 16,2400 4,5011 1,5878 
10 0,1034 2,7960 0,6760 0,0634 9,3600 3,6909 1,8219 
Kultivace B 
0 0,3846 0,0000 0,0000 0,2558 0,0000 0,0000 0,0000 
1 0,5876 0,1700 0,0072 0,2263 0,2044 0,0246 0,0121 
3 0,4079 0,2420 0,0148 0,2882 0,6132 0,0674 0,0366 
5 0,3462 0,4780 0,0345 0,2199 1,0220 0,1002 0,0600 
8 0,3955 1,0530 0,0666 0,2231 1,6352 0,2087 0,1178 
10 0,3793 1,3310 0,0877 0,2048 2,0440 0,2080 0,1299 
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Byly použity dva způsoby kultivace (postup kultivace viz. kultivace rostlin, postup A a B). 
V obou případech koncentrace Tl stoupala, což je vidět v obr. 47, 48.   
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Obr. 47 Závislost koncentrace Tl v listové části rostliny na koncentraci kultivačního roztoku 
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Obr. 48 Závislost koncentrace Tl v kořenové části rostliny na koncentraci kultivačního roztoku 
Vzorky kořenů rostlin mají zhruba o řád vyšší koncentraci Tl než vzorky listů a to se 
projevilo u rostlin pěstovaných oběma kultivačními způsoby. U vzorku pěstovaném v roztoku 
Tl o  koncentraci 10 µmol·l-1 kultivace A došlo k poklesu koncentrace Tl v kořenech. To je 
zřejmě způsobeno velkým nárůstem koncentrace Tl v listech. Pokud totiž sečteme hodnoty 
koncentrací v kořenech a listech a do grafu vyneseme jejich závislost na koncentraci Tl 
v kultivačním roztoku zjistíme, že průběh závislosti obsahu Tl je podobný v obou kultivacích 
viz. obr. 49.   
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Obr. 49 Závislost koncentrace Tl v kořenové a listové části rostliny na koncentraci kultivačního 
roztoku 
Porovnáme-li kultivační postup A a B dostaneme se k výsledku, který neodpovídá 
předpokladu, že čím delší dobu působí kultivační roztok Tl na rostlinu tím více by měla tohoto 
prvku obsahovat. V rostlinném vzorku A, který byl předem naklíčen v demineralizované vodě 
po dobu 4 dní a poté přesazen do kultivačního roztoku obsahující Tl na dobu 4 dnů, byla 
koncentrace Tl  mnohem větší než u rostlinného vzorku B kultivovaného od semene po dobu 14 
dní v tomto roztoku.  
Mez detekce pro tuto metodu je 0,0148 mg·l-1 a byla vypočtena podle rovnice (6). Mez 
stanovitelnosti je 0,0494 mg·l-1. Výpočet byl proveden podle rovnice (7). 
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5 ZÁVĚR 
Vzrůstající množství polutantů různého druhu a původu v životním prostředí vede organismy 
k aktivaci detoxikačních mechanismů. U rostlin tento mechanismus spočívá v syntéze 
thiolových sloučenin, jako jsou glutathion a  fytochelatiny. V této práci bylo studováno 
množství glutathionu, které vyprodukuje kořenová a listová část Kukuřice seté v závislosti na 
velikosti intoxikace thaliem.  
Pro tento účel byl navržen a vyzkoušen kultivační postup (kultivace B), který se odlišuje od 
všech ostatních v uvedené literatuře. V tomto postupu totiž nebyla semena předklíčena 
v jakémkoli živném roztoku, ale přímo od semene žila ve stresu způsobeném přítomností thalia, 
což více odpovídá standardním podmínkám pěstování této kulturní rostliny.  
Byly provedeny dva způsoby extrakce, kterými lze potvrdit všeobecnou pravdu, že při 
analýze tohoto neproteinového thiolu je velmi důležitý způsob extrakce a uchovávání vzorku. 
Pokud totiž není zajištěna dostatečná destrukce buněk a množství extrakčního činidla, dochází 
ke snížení výtěžnosti v kořenové části rostliny až na 1,33 % a u listové části na 24,7 %. 
Jednotlivé části rostliny byly extrahovány do fosfátového pufru o pH 7,2 a roztoku kyseliny 
askorbové. Jako extrakční činidlo byla použita kyselina askorbová, protože se předpokládalo, že 
dokáže zastavit rozklad glutathionu ke kterému dochází při teplotě větší než 4 °C. Z výsledků je 
patrné, že ve vzorcích extrahovaných kyselinou askorbovou je znatelně vyšší koncentrace, ale 
nemáme důkaz jestli se zvýšilo množství glutathionu vlivem kyseliny askorbové nebo jestli jen 
ona samotná způsobuje tento nárůst. Proto byla ve výsledcích uvedena koncentrace antioxidantů 
(glutathion a kyselina askorbová). 
Analýza glutathionu byla provedena metodou kapilární elektroforézy (CE) a vysoko-účinné 
kapalinové chromatografie (HPLC) s detekcí v  diodovém poli (DAD). Kdy se z původně 
porovnávací metoda HPLC stala metodou stěžejní. V CE totiž nebylo možné stanovit, který 
z píků stanovovaného vzorku odpovídá glutathionu. Protože pík, který byl vybrán podle  
retenčního času standardního měření neodpovídal žádnému píku elektroforegramu vzorku. To 
bylo zjištěno porovnáním UV-VIS spekter. Dalším pokusem o identifikaci glutathionového 
píku bylo použití metody standardního přídavku, ale ani ten nebyl použitelný, protože k nárůstu 
plochy píku došlo na několika místech elektroforegramu. Byl tedy vybrán pík, jehož spektrum 
nejvíce odpovídalo spektru glutathionu. Pravděpodobně k tomuto jevu došlo vlivem přítomnosti 
látek obsažených ve složité biologické matrici ve vzorku a také v důsledku zahřívání vzorku 
v kapiláře. Z výsledku není patrné, jestli se jedná o redukovanou nebo oxidovanou formu 
glutathionu, či fytochelatiny, pro které je glutathion výchozím substrátem. Díky nejistotě 
výsledku nebyly výsledky z  metody CE porovnávány s výsledky HPLC. Pro stanovení 
glutathionu by byla metoda CE vhodná při použití jiného detektoru a to nejlépe hmotnostního, 
kterým by šlo stanovit i ostatní sloučeniny v rostlinné matrici.  
V metodě HPLC retenční čas odpovídal standardu a bylo zjištěno, že je vyšší koncentrace 
glutathionu v listové části než v kořenové části rostliny, což odpovídá detoxikační teorii. Z 
výsledných koncentrací glutathionu lze říci, že rostlina má v sobě neustále určité množství 
glutathionu. Když na ni začne působit „stresor“ v tomto případě Tl dojde ke spotřebě 
glutathionu. Při působení roztoku Tl o koncentraci 1 µmol·l-1 došlo k výraznému zvýšení 
produkce glutathionu. Dále následoval rozdílný průběh v závislosti na typu kultivace. Při 
kultivaci A došlo pravděpodobně k selhání obranných mechanizmů. Toto bylo patrné ze snížení 
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koncentrace glutathionu v průběhu navyšování koncentrace Tl. V kultivaci B po nárůstu 
množství glutathionu byla tato koncentrace stabilní i při působení vyšších koncentrací Tl. Při 
extrakci kyselinou askorbovou došlo k posunutí „spouštěcí“ koncentrace na 3 µmol·l-1. 
Pro přesné stanovení množství Tl v rostlinném vzorku byla použita atomová emisní 
spektrometrie s indukčně vázanou plazmou (ICP-AES). Větší množství Tl bylo obsaženo 
v kořenové části rostliny. Zajímavý byl průběh koncentrace Tl v listové části rostliny při 
kultivaci A. Do koncentrace 5 µmol·l-1 Tl v kultivačním roztoku se koncentrace v listu 
neměnila, ale po překroční této koncentrace došlo k vysokému nárůstu Tl v listu. Pokud 
porovnáme obě kultivace tak v kultivaci B bylo v kořenové a listové části sušiny průměrně o 
92,78 % méně Tl, i když byly tyto vzorky vystaveny působení Tl od stadia semene a tedy 
mnohem delší dobu než při kultivaci A. Proč došlo k tomuto výsledku je námětem pro další 
studium. 
Thalium způsobovalo u rostlin viditelnou růstovou depresi a pokles listového chlorofylu, což 
bylo sledováno senzoricky. Tyto nežádoucí vlivy mohou ovlivnit zemědělskou produkci a lze 
z nich vyvozovat závěry o stavu životního prostředí. 
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7 SEZNAM ZKRATEK  
  
PSII fotosystém II 
Cys cystein 
GSH  redukovaný glutathion 
GSSG  oxidovaný glutathion  
PC  fytochelatiny  
CE  kapilární elektroforéza  
HPLC  vysoko-účinné kapalinové chromatografie  
DAD  detektor diodového pole  
ICP-AES atomová emisní spektrometrie s indukčně vázanou plazmou  
 
